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LISTADO DE ABREVIATURAS

«o-TM: a-tropomiosina

B-MHC: 3-miosina

Al: Auriculoa izquierda

AMP: adenosin monofosfato

ANP: péptido atrial natriurétrico

ATP: adenosin trifosfato

BNP: péptido natriurético cerebral

Ca2+: calcio

CRM: cardiorresonancia magnética

DE: disfuncién endotelial

DTI: patrén de llenado en el Doppler tisular

DTDVI: diametro telediastolico del ventriculo izquierdo
DTSVI: diametro telesistolico del ventriculo izquierdo
ECA: enzima convertidora de la angiotensina

ECG: electrocardiograma

ECLIA: electroquimioluminiscencia

EIA: enzimoinmunoensayo

ELISA: acronimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FA: fibrilacién auricular

FEVI: fraccion de eyeccion del VI

FvW: factor von Willebrand

GDF-15: factor de crecimiento de diferenciaciéon-15
GHL: tripéptido glicil-histidil-lisina

GTSVI: gradiente de obstruccion en el tracto de salida
HF: fallo cardiaco

HVI: hipertrofia ventricular izquierda

IC: insuficiencia cardiaca

IL-6: interleuquina 6

ICTP: telopéptido carboxiterminal del procolageno tipo I
MCH: miocardiopatia hipertroéfica

METSs: capacidad funcional expresada en equivalentes metabdlicos
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MMP: metaloproteinasas

MS: muerte subita

MyBP-C: proteina C de unién a la miosina

NT-proBNP: fraccién amino terminal del Péptido Natriurético Cerebral
NYHA: New York Heart Association

PCR: proteina C-reactiva

PCRhs: proteina C-reactiva ultrasensible

PICP: propéptido carboxiterminal del procolageno tipo I
PINP: propéptido aminoterminal del procolageno de tipo I
PIIINP: propéptido N-terminal del procolageno tipo III
RAAS: Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

RTG: realce tardio con gadolinio

SAM: movimiento sist6lico anterior de la valvula mitral
TGF-B: factor de crecimiento transformante 3

TIMPs: inhibidores metaloproteinasas

TNF-a: factor de necrosis tumoral

Tnl: troponina I

TnT: troponina T

TnThs: troponina T ultrasensible

TSVI: obstruccion del tracto de salida del ventriculo izquierdo
TVNS: taquicardia ventricular no sostenida

VAI: volumen auricular izquierdo

VI: ventriculo izquierdo
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ABBREVIATION LIST

HCM: Hypertrophic cardiomyopathy
SCD: Sudden cardiac death
LVH: Left ventricle hypertrophy
LV: Left ventricle
ATP: Adenosine triphosphate
ECG: Electrocardiogram
LOVTG: Left ventricular outflow tract gradient >30 mmHg
NSVT: Non sustained ventricular tachycardia
LOVT: LV outflow tract obstruction
MRI: Magnetic resonance imaging
LGE: Gadolinium enhanced cardiovascular magnetic resonance
AF: Atrial fibrillation
HF: Heart failure
BNP: B-type natriuretic peptide
NT-proBNP: N-terminal pro-BNP
NYHA: New York Heart Association
HsCRP: High sensitive C-reactive protein
vWEF: von Willebrand factor
hsTnT: High sensitive troponin T
GDF-15: Growth differentiation factor-15
TGF-f: Transforming growth factor 3
PICP: Carboxyterminal propeptide of procollagen type I
PINP: Amino-terminal propeptide of procollagen type I
ICTP: Procollagen carboxyterminal telopeptide type I
PIIINP: N-terminal propeptide of procollagen type III
MMP: Matrix metalloproteinase
MET: Metabolic equivalent
LAV: Left atrial volume
CLcr: Creatinine clearance
E.LA: Enzyme immunoassay
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
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L Introduccion

1. LA MCH COMO ENFERMEDAD COMPLEJA.

1.1 DEFINICION DE LA ENFERMEDAD.

La miocardiopatia hipertrofica (MCH) es una enfermedad primaria del
miocardio causada por cambios genéticos en los genes que codifican las proteinas
del sarcémero. Hasta el momento se han descrito mas de 400 mutaciones en once
genes localizados en los cromosomas 1, 11, 14 y 15 [1], incluyendo mutaciones en
el gen de miosina y troponina, o relacionadas con ellas. Con una prevalencia
estimada de 1/500 sujetos en poblaciéon no seleccionada [2], se considera una
enfermedad frecuente con una penetrancia variable y que suele seguir un patrén

de herencia autosémico dominante [1].

La MCH presenta hipertrofia cardiaca, desorganizacién de los miocitos
(“disarray”) e incremento de la matriz coldgena intersticial [3], que contribuyen al
desarrollo de un amplio espectro de anomalias funcionales, incluyendo isquemia
miocardica, disfuncion sistélica, insuficiencia cardiaca congestiva, arritmias y

muerte subita (MS)[4].

Sin embargo, la MCH es una enfermedad que se caracteriza por la
heterogeneidad en relacién a los cambios morfoldgicos, los hallazgos funcionales y
las manifestaciones clinicas. No todos los pacientes con MCH presentan el mismo
fenotipo, encontrandose diferencias en cuanto al grado de hipertrofia, localizacion
de ésta y riesgo de MS, de ahi que exista gran heterogeneidad genotipo-fenotipo en
las mutaciones sarcoméricas estudiadas. El desarrollo de hipertrofia miocardica
suele coincidir con la fase de crecimiento, pudiendo observarse los grados mas
floridos en la adolescencia y juventud [5]. A pesar de ello, se han descrito formas
de desarrollo tardio en las que el fenotipo caracteristico se expresa en la edad

adulta [6].

Tradicionalmente se le ha considerado como una de las causas fundamentales
de MS en pacientes joévenes y atletas [7]. De hecho la practica deportiva aumenta el
riesgo de MS en pacientes con MCH. Por lo tanto, la atencién se ha centrado en el
desarrollo de estrategias de cribado previo, siendo un factor determinante en

todas las estrategias de prevencion el coste-efectividad de las mismas [8;9].
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1.2 RELACION GENOTIPO-FENOTIPO.

La MCH es esencialmente una enfermedad monogénica. Se calcula que en mas
de un 60% de los casos, el trastorno tiene una segregacion familiar [1]. Se conoce
que esta patologia engloba un grupo de enfermedades producidas por mutaciones
en proteinas del sarcomero, cuya expresion fenotipica depende de multiples

factores, modificadores genéticos y ambientales [10].

De los genes donde se ha identificado mutaciones relacionadas con MCH, 8 de
ellos afectan a proteinas del sarcomero: Cadena pesada de la 3-miosina (MYH7,
cromosoma 14q11), troponina T (TNNTZ, cromosoma 1q3), a-tropomiosina
(TPM1, cromosoma 15q2, proteina C de unién a la miosina (MyBPC3, cromosoma
11q11.2), troponina I (TNNI3, cromosoma 19p13.2-q13.2), cadenas esencial y
reguladora de la miosina beta (MYL3 y MYL2, cromosomas 3p21.2-3p21.3 y
12923-q24 y a-actina cardiaca (cromosoma 15q14)[11;12]. También se han
descrito mutaciones en el gen de la titina [13] proteina relacionada con la a-actina,
y en el gen de la PRKAG2 (subunidad reguladora y2 de la proteinquinasa activada
por AMP [14], esta ultima asociada a fendmenos de preexcitacion (Wolff-
Parkinson-White) y alteraciones de la conduccion (bloqueo auriculoventricular).
Ademas se ha descrito la mutacién en el gen de la proteina LIM del musculo en
pacientes con MCH. Esta proteina actia como promotora de la miogénesis y

cofactor en la regulacion de la expresion de genes musculares [15].

Se considera que las mutaciones en el gen de la cadena pesada de la -
miosina son responsables de mas de un 40% de los casos de MCH familiar y que las
mutaciones en la troponina T y proteina C de unién a la miosina, constituyen
aproximadamente otro 40% de los casos. Por tanto, estos 3 genes son responsables

de un 80-90% de los casos de MCH familiar [11;16] (Figura 1).
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Figura 1. Proteinas del sarcémero y localizacién de las diferentes mutaciones descritas en la MCH.
Adaptado de Frey N y cols. Rev. Cardiol. 2011.[17].

Por otro lado, se han identificado diferentes proteinas relacionadas con la
enfermedad: cadena pesada de la B-miosina (3-MHC), cadenas ligera esencial y
reguladora de la miosina (MLC-1 y MLC-2), troponina T (TnT), troponina I (TnlI), -
tropomiosina (a-TM), proteina C de union a la miosina (MyBP-C) y actina cardiaca

[1;11;18] (Figura 1).

La miosina es el principal componente de los filamentos gruesos y el motor
molecular que transforma la energia de la hidrélisis del adenosin trifosfato (ATP)
en movimiento de desplazamiento de los filamentos. Cada molécula esta
compuesta por dos cadenas pesadas, dos cadenas ligeras esenciales (MLC-1) y dos
cadenas ligeras reguladoras (MLC-2). La forma mas frecuente en corazones
humanos es la isoforma 3 de la cadena pesada. La 3-MHC es una proteina
asimétrica, que consta de una cabeza globular, una zona “bisagra” y una “cola” [19].

En la cabeza, tiene lugar la hidrolisis del ATP y la uni6n con la actina. La mayoria de
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las mutaciones de la f-MHC han sido descritas en la cabeza globular o en la zona
bisagra. Las cadenas ligeras de la miosina se localizan en la zona de “bisagra” y su
funcién parece estar relacionada con la modulacién de la actividad ATPasa, ademas

de ofrecer soporte estructural.

Las proteinas que componen el complejo de la troponina y la a-TM forman
junto con la actina, el filamento fino del sarcomero. El complejo de la troponina,
esta ligado a la a-TM y cambios conformacionales relacionados con el calcio,
permiten la interaccion de la actina con la miosina. Dos moléculas de a-TM se unen
en forma de a-hélice a lo largo del filamento de actina, actuando de puente entre
esta molécula y el complejo troponina. La funcién exacta de la MyBP-C parece

tener una misidén estructural [20].

El estimulo que provoca el desarrollo de hipertrofia en pacientes con
mutaciones en proteinas del sarcémero es desconocido. La hipocontractilidad del
miocito parece ser la regla [21;22] y esta pérdida de funcién aparece previamente

a los cambios estructurales propios de la enfermedad.

Se han descrito mas de 50 mutaciones distintas del gen de la 3-MHC como
causantes de MCH. Se estima que alteraciones de esta proteina justifican el 30% de
los casos de MCH [23]. En los casos esporadicos, parece ser la proteina mas
afectada. Desde el punto de vista clinico, el desarrollo de la enfermedad se produce
en la adolescencia, salvo excepciones. La penetrancia es alta entre los afectados y la

tasa de mortalidad varia ampliamente entre las mutaciones [24].

Unas doce mutaciones han sido descritas en el gen de la troponina T [25].
Supone aproximadamente el 15% de de los casos de MCH. Salvo raras excepciones,
se caracteriza clinicamente por el desarrollo de hipertrofia ligera y un mal
prondstico. El riesgo de MS es similar al descrito en las mutaciones mas severas de

la B-MHC.

Las mutaciones de la proteina C de unién a la miosina supone entre un 15-
25% de los casos de MCH [26] y presenta una penetrancia tardia de la enfermedad.
Supone la primera causa de desarrollo de MCH por encima de los 50 afios y una vez
expresada la enfermedad, su severidad es similar al de las mutaciones de alto

riesgo [26].
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El resto de mutaciones en otras proteinas como a-Tropomiosina, Troponina I
o en las cadenas ligeras de la miosina y actina suponen un bajo nimero de

mutaciones y proporcién de casos restante.

Ademas se ha intentado buscar mas alla de solo causas genéticas localizadas
en las proteinas sarcomericas en MCH, debido al reconocimiento de que un 30-

40% de los pacientes no tienen mutaciones del sarcémero [27;28].

1.2.1 Relacion genotipo-fenotipo: polimorfismos en MCH.

Posiblemente, multiples mecanismos estén implicados en la heterogeneidad
de la expresion fenotipica de la MCH. Dentro de una misma familia, la enfermedad
se expresa con gran variabilidad en los individuos afectados. Tanto factores
genéticos como no genéticos influyen posiblemente en esta diversidad, hecho

sustentado con resultados obtenidos en diferentes polimorfismos [10;29;30].

La heterogeneidad es la caracteristica que define la expresion fenotipica de
esta enfermedad. Surge asi la necesidad de implicar factores ambientales y
probablemente otros factores genéticos para explicar esta diversidad [11;31]. Uno
de los ejemplos de la participacion de un agente ambiental, es la observacion de
que, a pesar de que 3-miosina se exprese de forma similar en ambos ventriculos, la
MCH es una enfermedad fundamentalmente del ventriculo izquierdo y la
hipertrofia probablemente ocurre como consecuencia de la mayor presion sistdlica
ventricular izquierda [31]. Por tanto, el estudio de polimorfismos en MCH podria
aportar informacion sobre factores de modificacién de la expresion fenotipica de la

enfermedad.

Diversos trabajos han profundizado en este tema, en gran parte estudiando el
Sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS). Ademas de las mutaciones en las
proteinas sarcoméricas que modifican la funcién cardiaca del miocito asociadas
con la hipertrofia, la desorganizacion de las fibras y la fibrosis intersticial, se han
sugerido polimorfismos en el RAAS que representan una hipétesis atractiva como
modificadores potenciales de enfermedad, ya que estas variantes genéticas alteran
el "estado de activacion” del RAAS, lo que conduce a una mayor hipertrofia del

ventriculo izquierdo a través de diferentes vias [32]. En particular uno de los mas
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estudiados, es el gen de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
(polimorfismo DD-ECA) que podria modificar el fenotipo de la enfermad de manera
gen-dependiente [29;33;34]. Asi, pacientes con el genotipo DD tienen aumentado
la concentracién de ECA en tejido y ademas también tienen elevados los valores de
angiotensina II, la cual esta relacionada con el incremento de hipertrofia y fibrosis,
asi el polimorfismo DD-ECA esta considerado como un modificador prohipertroéfico
en MCH [35;36]. Mientras el polimorfismo de deleccién/inserccion (D/I) en la ECA
ha sido asociado con varios desdrdenes cardiovasculares, incluido la hipertrofia
del ventriculo izquierdo, en hipertension no tratada, complicaciones de

ateroesclerosis y también en MCH [35;36].

Otros elementos del sistema RAAS sugeridos como posibles moduladores de
la gran variabilidad en la expresion morfofuncional de la enfermedad afectan al
gen de la aldosterona sintasa, el del angiotensindgeno, y el del gen del receptor

AT1 de la angiotensina [30;37;38].

Con respecto a la sintesis de aldosterona, existen datos que podrian
relacionar la enfermedad con modificaciones genéticas, aunque hay estudios con
resultados contradictorios [34;37], ya que se sugiere que la aldosterona actua
como un factor proinflamatorio, hipertréfico y profibroético en el corazdén [34;38].
El polimorfismo -344C/T del gen CYP11BZ2 (aldosterona sintasa) en el cromosoma

8q22 también se ha relacionado con el desarrollo de MCH [34].

Otro de los polimorfismos perteneciente al sistema RAAS es el intercambio de
una metionina a treonina en el codon 235 del gen del angiotensinégeno (AGT)
conocida como M235T (resultado de un intercambio T/C en exdn 2), y que podria
tener influencia en el remodelado cardiaco en pacientes con MCH, aunque no en
todos los estudios se ven efectos del genotipo TT del gen del AGT con la hipertrofia

ventricular [29].

Con respecto a los Receptores del RAAS el mas estudiado ha sido el Receptor
AT1: asi un polimormismo A/C en posicion 1166 en el cromosoma 3q21 (AGTR1)

se relaciona con el desarrollo de la hipertrofia [29;30;35].
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1.3 HISTOLOGIA DE LA MCH Y SIGNIFICADO CLINICO.

Macroscépicamente, la MCH se caracteriza por una hipertrofia ventricular
en ausencia de aumento de la postcarga, que es usualmente asimétrica y afecta
diferentes partes de los ventriculos, aunque normalmente predomina una

hipertrofia del ventriculo izquierdo [31;39].

La hipertrofia severa del ventriculo izquierdo raramente se documenta en los
primeros afios de vida de los afectados, pero se pueden observar cambios en la
morfologia durante la adolescencia (12-15 afos), en la que el grosor puede
incrementase dramaticamente (>100%) en pocos meses o anos [40;41]. La
progresion de la hipertrofia se asocia solo con leves aumentos en las dimensiones
de la cavidad, siendo el resultado morfolégico final un ventriculo izquierdo

tipicamente de cavidad pequefia e hipertrofia muy llamativa (Figura 2) [42].

Figura 2. Pieza de necropsia de paciente con MCH. Adaptado de Miocardiopatia hipertrdfica:
www.lookfordiagnosis.com.

Por tanto, en la poblacién general con MCH, la hipertrofia ventricular
izquierda (HVI) es considerablemente mas severa en los pacientes mas jovenes
que en los de mayor edad. Es mas, hay una relaciéon inversa evidente entre el
grosor de la pared ventricular izquierda y la edad [42-44]. En realidad, los grados

muy marcados de hipertrofia (>30mm), se han observado principalmente en
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pacientes jovenes (<40 afios), mientras que a mayor edad (>55-60 anos), por lo
general, tienen grados mas modestos de hipertrofia y en raras ocasiones, superan
grosores de pared de 25mm. No se conoce exactamente el por qué de esta relacion
edad/hipertrofia, aunque bien podria explicarse con el mayor indice de muerte
prematura en los pacientes jovenes con HVI severa, o bien por un proceso de
adelgazamiento parietal gradual, quizas producido por una fibrosis progresiva

[42;45].

En diversas enfermedades cardiacas se ha demostrado la existencia de un
proceso reparador del tejido dafiado, conocido como “remodelado cardiaco”. Dicho
“remodelado” da lugar a cambios en el grosor de la pared y tamafio de la cavidad.
[46].

Se piensa que los cambios mayores en la morfologia del ventriculo izquierdo
son el resultado de un aumento en la masa de células musculares cardiacas, a
través de un proceso de hipertrofia e incluso hiperplasia celular, asi como un
incremento del volumen de colageno intersticial [47]. Por tanto
microscopicamente, se considera la MCH como una enfermedad familiar
caracterizada morfoldgicamente por hipertrofia inexplicada y por presentar
desalineacion de los miocitos “disarray” [48], fibrosis intesticial [49] y enfermedad
de pequeino vaso intramiocardico [50]. El término “disarray” o desalineamiento,
describe la caracteristica histolégica propia de la MCH en la que se observan zonas
de miocardio en la que los miocitos adyacentes se encuentran orientados entre si

de forma oblicua o perpendicular. (Figura 3).

Miocardio desestructurado

Figura 3. Desorganizacion de las miofibrillas cardiacas. Adaptado de Hypertrophic and Dilated
Cardiomyopathy: The Facts. William McKenna. Cardiomyopathy Association, 2002.
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El “disarray” de los miocitos es una caracteristica de la MCH que
aparentemente, precede a la hipertrofia y la fibrosis [39;46]. El alto grado de
“disarray” observado en la MCH obstructiva es distintivo y envuelve grandes zonas

de la pared del ventriculo izquierdo [51;52].

La fibrosis es un componente muy importante en la MCH, asi los exdmenes
histolégicos demuestran un incremento del tejido conectivo entre células
individuales y grandes depdsitos de coldgeno y fibronectina [53]. De igual modo, la
distribucién y severidad de la fibrosis puede ser bastante variable, asi por ejemplo,
la fibrosis es mayor por debajo del endocardio y mas prominente en el area del
septo interventricular en comparacién con las paredes de un ventriculo izquierdo

normal [54] (Figura 4).

Figura 4. El aspecto histolégico muestra desorganizacién, hipertrofia extrema y fibrosis intersticial
caracteristicas de la MCH, ademds de un incremento del grosor de la pared vascular de los vasos
intramiocitarios. Adaptado de Orenes-Pifienroy cols. Med Chem. 2011 [55].

También se ha observado la presencia de anormalidades en las arterias
coronarias intramurales y en las arteriolas del subendocardio en las autopsias de
sujetos con MCH. Las paredes de los vasos intramurales, especialmente en el septo
ventricular, son mas gruesas y el lumen frecuentemente mas estrecho [54;56;57].
Existe por lo tanto, hipertrofia de la intima y alteracidn estructural de las células

del endotelio, ofreciendo un sustrato morfoldgico para el desorden funcional del
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endotelio [58;59]. Estos vasos anormales aparecen dentro de las areas de tejido

fibrético o muy estrechamente ligado a estas areas.

Varnava y cols. [51] analizaron las caracteristicas histologicas procedentes de
necropsias o corazones explantados, cuantificando la presencia de “disarray”,
fibrosis y enfermedad de pequefio vaso. Observaron que la variacién del grado de
“disarray” dentro del mismo corazén fue amplia y seguia una distribuciéon
parcheada de predominio en las zonas de hipertrofia, sobre todo en las formas de
hipertrofia menor de 20mm. Ademas, la fibrosis se relacion6 proporcionalmente
con el grado de hipertrofia y con la dilataciéon del ventriculo izquierdo y se
relacioné fibrosis a mayor edad y sexo masculino predominantemente. En cuanto a
la enfermedad de pequefio vaso, no se relacion6 con la edad ni sexo y los corazones
con mayor hipertrofia presentaron cambios mas extensos. Por tanto plantean que
los pacientes con MCH en fase dilatada, presentan significativamente menos
“disarray”, probablemente como resultado de la pérdida de miocitos y la
sustitucion por tejido fibrético. Ademas en los pacientes estudiados con hipertrofia
masiva se vio que tenian una edad inferior a 30 afios, sugiriendo que la existencia
de una HVI masiva es un factor de riesgo para la muerte prematura. Puesto que la
fibrosis y no el “disarray” se asocia a hipertrofia en este trabajo, se concluye que tal

vez la muerte esté en relacion con la primera.

Por otro lado, la edad tuvo una relacién inversa a la magnitud del “disarray”
encontrado, sugiriendo un aumento del riesgo de MS en los pacientes con
“disarray” extenso. La ausencia de asociacién entre la magnitud de la hipertrofia y
el “disarray” encontrado, no permite concluir que uno sea consecuencia de la

existencia del otro, en contra de lo publicado en otros estudios [60].

Por tanto es importante destacar la gran heterogeneidad en la distribucion de
las alteraciones histoldgicas, no solo entre diferentes pacientes sino dentro del
mismo corazoén. Diferencias autocrinas locales a través de la modulacion genética y

produccién de factores de crecimiento podrian explicar este fendmeno.
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1.4 FISIOPATOLOGIA DE LA MCH.

Mientras que la etiologia de la MCH ha sido ampliamente estudiada, su
patogenia no se entiende completamente, ya que todo el conocimiento acumulado
en gran parte se ha obtenido de modelos animales. De hecho, los defectos iniciales
causados por las proteinas mutantes son diversos y se cree que existe un modo
comun de patogénesis y en ultima instancia convergen en deteriorar la funciéon del

miocito cardiaco [61].

En estudios funcionales in vitro se ha demostrado que en portadores de
mutaciones relacionadas con MCH, la funcién del sarcomero se altera primero por
la disminucién de la actividad de filamento translocado o la fuerza, que conduce a
una reduccion de la produccién de energia. Por otra parte, puede aumentar la tasa

de motilidad in vitro de deslizamiento de los filamentos o la fuerza [62].

Los cambios moleculares subyacentes a estas observaciones parecen variar e
incluyen una reduccion de la cinética de entrecruzamiento [63], menor actividad
ATPasa, sensibilidad alterada del calcio (CaZ+) [64-66], atrofia del miocito [66] y
problemas del acoplamiento excitacion-contraccion [67]. Estos puntos en comun y
la diversidad de los mecanismos moleculares y celulares podrian estar implicados

en la patogenia de las fenotipos finales de MCH vistos clinicamente [61].

Se desconoce ain como una mutacién de una proteina sarcomérica y el
defecto funcional observado estan vinculados al desarrollo de las caracteristicas
microscopicas de MCH. Se han propuesto varias hipétesis [31;63;68] que sugieren
el hecho de que mutaciones de la MCH inducen defectos funcionales en la
contractilidad del miocito, asi como producir disfuncién sistélica y diastoélica que
inducen un aumento del estrés parietal, una reduccion del volumen de eyeccién y,
en consecuencia, una activacion de factores troficos y mitéticos de estrés (tales
como ACE1, angiotensina II, IGF-1, TGF-b, TNF-a, IL-6 y endotelina) [31]. Estas
moléculas promueven la entrada de Ca2+ en las células y la activacion de vias de
transcripcion que conducen a los diversos fenotipos histologicos y estructurales de
MCH incluyendo hipertrofia cardiaca, fibrosis intersticial y “disarray” del miocito
[61]. Por tanto los primeros intentos para explicar la patogenia de MCH sugirieron

que la incorporacion de proteinas sarcoméricas mutantes deprimen la funcién
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contractil, y producen la activacién posterior de respuestas neuroendocrinas y

mecanicas que llevan a una hipertrofia compensatoria (Figura 5)[31;69].

PROTEINAS CONTRACTILES MUTADAS EN EL SARCOMERO
EJ: CADENA FESADADELA f MIOSINA

Figura 5. Modelo convencional mediante el cual mutaciones que conllevan hipocontractilidad podrian
desencadenar una hipertrofia compensatoria en miocardiopatia hipertréfica (MCH). Adaptado de
Ashrafian H. y cols., .Trends in Genetics. 2003.

El problema de esta hipdtesis recae en el hecho de que no todas las
mutaciones producen hipocontractilidad, como las mutaciones de MCH en algunas
proteinas reguladoras de filamentos delgados (por ejemplo, Troponina [ y
tropomiosina) que aumentan realmente la fuerza de contraccion [70;71]. Por
tanto, la disminucién de la contractilidad per se no puede ser el Uinico estimulo que
derive en hipertrofia. En un modelo alternativo donde hay un aumento en la fuerza
de la contraccién, la hipertrofia inducida ocurre directamente como consecuencia

de la hipercontractilidad [62].

Por otro lado, la hipertrofia de la MCH es caracteristicamente asimétrica y
tiende a ser mucho mas grave que la hipertrofia concéntrica que aperece por el
aumento de la carga en el corazon (por ejemplo, en la hipertensién). Corroborando

los datos biofisicos e indices ecocardiograficos en portadores de la mutacién que
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todavia no tienen hipertrofia, revelan un engrosamiento mas que una
contractilidad disminuida, argumentando en contra de la hipétesis compensatoria
[72]. Ademas se observa en MCH que normalmente sélo se vuelve aparente
después de la pubertad y progresa lentamente, y con algunas mutaciones, la
enfermedad sélo se manifiesta en edad adulta. Estos patrones no se explican
facilmente para hipertrofia compensatoria como cuando las proteinas mutantes

estan presentes desde el nacimiento [69].

El modelo final que puede explicar la hiper- e hipocontractilidad observados
en ambos modelos anteriores es la hipotesis del "compromiso energético” [69] que
propone para conciliar la falta de consistencia en las anormalidades contractiles en
MCH, que la disfuncién observada en MCH se debe al aumento de la demanda de
energia debido a la ineficiente utilizacién de ATP en el sarcdmero. El aumento de la
demanda pone en peligro la capacidad de los cardiomiocitos para mantener los
niveles de energia en compartimentos subcelulares responsables de la contraccién
y funciones hemostaticas criticas, tales como la reabsorcion de calcio. Esta
disfuncién del miocito conlleva a hipertrofia. Por ejemplo, la miosin ATPasa utiliza
al menos el 70% de la hidrdlisis del ATP en el miocito cardiaco y perturba su
propio motor o su regulacion alterando la eficacia del uso de ATP por el sarcomero

[68].

En los pacientes con MCH, hay una reduccion de la fosfocreatina y la
proporcién de ATP, que es un indicador del estado energético del musculo
cardiaco. Esa utilizacion ineficiente de ATP se traduce en la necesidad de producir
mas energia para la misma cantidad de fuerza. Por ejemplo, en un modelo murino
de «-MHC403/+ de MCH, la demanda de mas ATP para producir contraccion del
miocito lleva a un agotamiento de este, afectando a la bomba de calcio del reticulo
sarcoplasmico (SERCA) y conduciendo a la acumulacién de calcio en el citosol

(Figura 6) [67].

Diversos estudios fundamentan que como consecuencia de la disminucién de
ATP disponible para mantener la recaptacion normal de calcio, se produce un
aumento del Ca2+ citosoélico, activando sefiales de transcripcidon dependientes de

Ca2+ [la mas importante parece ser calcineurina y los factores de transcripciéon
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NFAT (factor nuclear de linfocitos T activados) y MEF-2 (factor potenciador de
miocito)] llevando a hipertrofia y fibrosis (Figura 6) [73-75].

Por tanto, la homeostasis del CaZ2+ en el sarcémero es de gran importancia en

la patogenia de MCH por asociarse a un aumento del calcio intracelular debido a:

- deplecion energética (del ATP) en el miocito que conlleva una alteraciéon

del equilibrio entre el reticulo sarcoplasmico y el citoplasma celular.

- proteinas sarcoméricas mutadas necesitan mas ATP para producir la

misma fuerza de contraccion.
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Figura 6. Esquema mostrando en resumen algunas de las vias de sefializacién conocidas en hipertréfia
y fibrosis. El Calcio juega un papel central en la patogenia de la MCH. El aumento de Ca2+ intracelular
podria ser debido a dos mecanismos diferentes. Por un lado, siguiendo la teoria del agotamiento de la
energia, las proteinas mutantes sarcoméricas utilizardn mds ATP para producir la misma fuerza de
contraccién. Por lo tanto, pondrd en peligro la recaptacion de calcio por el transportador del SERCA
(Bomba de calcio del reticulo sarcopldsmico) en el reticulo endoplasmdtico y mds calcio estard
disponible dentro de las células. Por otro lado, la activacién de varias clases de receptores diferentes
conducen a un aumento de calcio intracelular; incluyendo angiotensina II, endotelina-1, TNF-a y IL-6 y
sus vias de sefializacion: la cascada de la proteina quinasa (MAPK), proteina quinasa C (PKC) y la
fosfatidil inositol quinasa. Este aumento de calcio intracelular modula la transcripcion a través de la
modificacién de los factores nucleares de linfocitos T activados (NFAT), factor potenciador de miocito
(MEF2) que inducird la hipertrofia a través de la activacién de isoformas fetales de proteinas. Las
mismas moléculas anteriormente mencionados ademds de aldosterona y TGF-f activardn las vias que
modulan la produccién de factores de transcripcion como Factor nuclear kappa B (NF-Kb), activador
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de la proteina-1 (AP-1), sefial de transductor y activador de la transcripcion (STAT) que estard
integrados y eventualmente impulsardn la transcripcion de MMPs y TIMPs, implicados en la
remodelacion de la matriz extracelular, el SERCA, la bomba de calcio, calmodulina, etc. Adaptado de
Cambronero y cols. Eur Heart ] 2009 [61].

Para explicar la naturaleza asimétrica de la hipertrofia, que es uno de los
rasgos mas caracteristicos de MCH, varios modelos tedricos asumen una tension de
la pared miocardica uniforme, apoyando estudios que muestran mayores
demandas de energia en el septo ventricular [76]. Un déficit severo de energia
también pondra en peligro la funcién de transportador de iones, necesaria para la
actividad electrofisiolégica normal. Esto proporcionaria una heterogeneidad de los
potenciales de membrana y dejar al miocardio vulnerable a arritmias que
conducen a muerte subita en MCH. Ademas, la elevacion citosélica del calcio es un
potente estimulo para estas arritmias ventriculares. Por tanto, este compromiso
energético seria mas marcado en momentos de mayor carga de trabajo en el
corazon y esto podria explicar el aumento del riesgo de MS observado durante el

esfuerzo, especialmente en deportistas de competicién [69].

Como los defectos de las proteinas contractiles estan presentes desde el
nacimiento en pacientes con MCH, es dificil explicar porqué la hipertrofia
generalmente no aparece hasta bien entrada la adolescencia o, en algunas
mutaciones, hasta en una edad adulta tardia. Sin embargo, el rapido crecimiento
que tiene lugar en la pubertad aumenta el tamafio cardiaco y las demandas
metabolicas, mientras que los niveles de fosfocreatina y ATP miocardicos declinan

con la edad debido principalmente a la disfuncién mitocondrial [77].

Por tanto, a nivel biofisico, las mutaciones de los miofilamentos (sarcémero)
generalmente aumentan la sensibilidad al Ca2+, la fuerza maxima de produccién y
la actividad ATPasa. Estos defectos, en ultima instancia, parecen converger en una
deficiencia de energia y alteran el manejo del Ca2+ como principales rutas
comunes hacia los rasgos anatomicos (hipertrofia, “disarray” y fibrosis) y
caracteristicas funcionales (sefializacion patologica y disfuncion diastolica)

caracteristicos de la MCH [78].
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1.5 PRESENTACION CLINICA Y DIAGNOSTICO DE LA MCH:

La mayoria de los afectados son asintomaticos y el diagndstico se produce de
forma casual o tras un estudio familiar [79;80]. La sintomatologia de esta
enfermedad es variable y mas frecuente, aunque no exclusiva, en las formas
obstructivas [81]. A pesar de que la disnea, el angor o las palpitaciones
condicionan la clase funcional de los afectados, excepto el sincope, ninguno de los
sintomas ha mostrado ser predictor de la apariciéon de MS [82]. La MS es la primera
causa de fallecimiento entre los pacientes afectados de esta enfermedad [83;84].
Un porcentaje menor de pacientes desarrolla disfuncién y dilatacién ventricular
izquierda de la que se deriva la muerte o el trasplante por fallo cardiaco [45;85-

87].

Hasta la introduccion del ecocardiograma en la practica clinica diaria, el
diagnéstico de la MCH se basaba en la presencia de alteraciones
electrocardiograficas asociadas a sintomas y/o antecedentes familiares. Los
hallazgos electrocardiograficos tipicos de la MCH son: ondas Q (denominadas de
pseudonecrosis) en las derivaciones que enfrentan la cara inferior (II, III, AVF),
hipertrofia ventricular y presencia de ondas T negativas. Con menor frecuencia
aparecen bloqueos de rama, QT largo o pre-excitacion (Figura 7). No es infrecuente
que un electrocardiograma (ECG) patolégico sea la primera manifestacion de la
enfermedad en los pacientes asintomaticos [18]. Estos hallazgos plantean el
diagnostico diferencial con la enfermedad coronaria aguda, infartos antiguos o

hipertrofia de otro origen (estenosis adrtica, corazon de atleta...).
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Figura 7. Electrocardiograma en MCH: Es caracteristica la presencia de Ondas Q que simulan un
infarto de miocardio antiguo que pueden estar presentes en cualquier derivacion. ECG obtenido de
pacientes del estudio en el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca.

Actualmente el diagndstico de MCH se basa en la presencia de HVI, corregida
por edad y masa corporal, en ausencia de otro proceso que lo justifique, o en la
presencia de anomalias del ECG y alteraciones ecocardiograficas en familiares de

primer grado de pacientes diagnosticados de MCH [80].

Igualemente, el ecocardiograma permite detectar otras dos alteraciones que
caracteristicamente estdn presentes en algunos pacientes afectos de MCH: el
gradiente de obstrucciéon en el tracto de salida (GTSVI) y el movimiento sistélico
anterior de la valvula mitral o SAM. Aunque tradicionalmente asociado a la MCH,
hay que decir, no obstante, que el gradiente en el tracto de salida y el SAM no son
exclusivos de esta patologia [88], en la transposicion de los grandes vasos [50] y en
ocasiones en el prolapso de la valvula mitral [7]. El ecocardiograma permite
ademas evaluar los beneficios del tratamiento médico, quirurgico o percutaneo de
la MCH, valorando los efectos que la terapia empleada ejerce sobre el gradiente
dinamico.

La radiografia de toérax tiene poca utilidad en el diagndstico de esta patologia.
No hay hallazgos especificos que apoyen el diagndstico, por lo que resulta basica la

realizacion de un ecocardiograma en estos pacientes.
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Habitualmente, se suele apreciar hipertrofia ventricular en la ecografia
cardiaca, siendo esta hipertrofia, la caracteristica fundamental a nivel de
diagnéstico, en la ultimas décadas [89;90](Figura 8). No obstante, es la presencia
de fibrosis y la desestructuraciéon del miocardio el hallazgo definitorio de la
enfermedad, incluso dentro de una misma familia. Asi, podemos observar
pacientes sin hipertrofia evidente o pacientes con hipertrofia en distintas
localizaciones y magnitudes [51;89-91]. La distribucion mas tipica es la de
predomino de septal asimétrico, pero son también frecuentes las formas

concéntricas y las apicales [92;93].

Figura 8 A) Ejemplo de ecocardiografias en pacientes con MHC. A) Hipertrofia desproporcionada del
segmento apical. Adaptada de “Miocardiopatia hipertroéfica apical con obstruccién medioventricular
y necrosis apical”, Ferndndez, M. Revista Espariola de Cardiologia Vol 54. Num. 04. Abril 2001.
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Figura 8 B) Estudio ecocardiogrdfico: imagen en el plano paraesternal corto del VI. Imagen obtenida
de pacientes del estudio en el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca.
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A las técnicas ecocardiograficas tradicionales, se le ha sumado en los dltimos
afios otras nuevas que han permitido afinar aun mas este diagndstico, como la
Ecocardiografia Doopler. Los pacientes afectos de MCH con repercusion cardiaca
presentan alteraciones en el patrén de llenado en el Doppler tisular (DTI) [94] y
alteraciones en la sefial de retrodispersion [95]. Ademas de los hallazgos descritos,
la mayoria de los pacientes presentan alteraciones en el patrén de llenado mitral
compatibles con anomalias de la funcién diastélica. Tipicamente se aprecia una
onda de llenado mitral precoz (onda E) disminuida, acompafiada de una onda de
contraccién auricular aumentada (onda A) lo que causa una inversion del cociente
E/A [79] (Figura 9). En un porcentaje importante (25%), es posible identificar
gradiente sistdlico dinamico en el tracto de salida del ventriculo izquierdo (GTSVI),

afectacion de la estructura valvular mitral o ambas alteraciones [87;96].

i
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Figura 9. Ecocardiografia Doopler: Los pacientes afectados de MCH presentan alteraciones en el
patron de llenado en el Doppler tisular (DTI). Imagen obtenida de pacientes del estudio en el Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca.

Otra prueba complementaria utilizada es el registro ECG tipo Holter que
permite la deteccién de bradiarritmias, en muchos casos asintomaticas. Ademas
permite el hallazgo de taquiarritmias, la mas frecuente la fibrilacién auricular (FA),
y la presencia de taquicardia ventricular no sostenida (TVNS), en una
monitorizaciéon de 24 o 48 horas ya que constituye un factor de riesgo de muerte

subita en pacientes con MCH. Recientemente también se plantea la eficacia de la
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monitorizacion prolongada con hoélter de 7 o 14 dias para la detecciéon de TVNS y
tipificar las caracteristicas de la misma, observandose una mejora notable de la
capacidad de deteccion de TVNS en pacientes con MCH. Esto podria ayudar a

estratificar el riesgo de MS en esta poblacién [97].

Una técnica recientemente introducida para el estudio de la MCH, es la
cardiorresonancia magnética (CRM) [98]. Ademads de un detallado estudio
morfofuncional, la administracién intravenosa de gadolinio permite estudiar la
presencia de areas de realce tardio (RTG). Tras 10 minutos de su administracion, el
gadolinio permanece en la matriz extracelular y se acumula en areas de fibrosis y,
posiblemente en menor grado, en areas con importante desestructuraciéon [99].
Esto permite estudiar la fibrosis in vivo. Un estudio de Romero-Puche y cols. asocié
el RTG y su cuantificacion (porcentaje de tejido realzado) en pacientes con MCH a
una peor capacidad de esfuerzo, estimada mediante ergometria sobre cinta sin fin
[100] (Figura 10). Este estudio refuerza la tesis de que la fibrosis miocardica
determinada in vivo mediante RTG en CRM, participa en la limitacién funcional de
los pacientes con MCH de forma independiente de otros factores, como podrian ser
el grosor parietal ventricular, el gradiente, el didmetro telesistélico del ventriculo

izquierdo (DTSVI) o la presencia de FA.
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Figura 10. Imdgenes del proceso de cuantificacién del tejido afectado por realce tardio con gadolinio
(RTG). A (izq): antes del procesado. B (derecha): las dreas que presentan una intensidad de sefial dos
desviaciones estdndar por encima de los valores de sefial en una muestra de tejido miocdrdico sano
son seleccionadas automdticamente (indicado en rosa). Obtenidas de pacientes del estudio en el
Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca [101].

Como se puede observar, la clinica del paciente, el electrocardiograma y las
técnicas de imagen son hasta el momento la base para establecer el diagndstico de

MCH.
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1.6 EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD: CLINICA Y PRONOSTICO EN LA MCH

El abanico clinico de la MCH es muy amplio. Algunos pacientes permanecen
asintomaticos durante toda la vida, mientras que otros presentan sintomas severos
y progresivos (16). En ocasiones la primera o uUnica manifestacion de la

enfermedad es la MS.

Como se menciona anteriormente, la enfermedad se describe en la infancia de
forma ocasional y es en la adolescencia cuando, coincidiendo con el desarrollo
corporal, realmente emerge como patologia. Aparece un cambio dramatico entre
los 12 y los 15 afios que permite observar aumentos en grosor superior al 100% en
pocos meses de seguimiento ecocardiografico [40;41;102]. Suele ser una fase
asintomatica en la que el aumento de grosor no va acompanado de aumento de las
dimensiones del VI, por lo que la cavidad se ve reducida y suele aparecer
desarrollo de gradiente dinamico en el tracto de salida del VI, desplazamiento de la
valvula mitral, contribuyendo todo ello a la aparicion de obstruccion [103]. El
hecho de que los cambios en la hipertrofia del VI ocurra en esta etapa de la vida,
podria ser resultado de la actuacion de importantes estimulos bioldgicos que
inducen un incremento importante en la masa del miocito, posiblemente

acompanado de hiperplasia y aumento en el colageno intersticial [104].

En contra de lo descrito en la adolescencia, los cambios en la edad adulta de
la morfologia cardiaca del VI hipertroéfico observados presentan paradéjicamente
una tendencia al adelgazamiento, dilataciéon y pérdida de funcién contractil, con
una incidencia del 10-15% [45;105]. Estos pacientes evolucionan con el patron
caracteristico de la enfermedad, presentando hipertrofia asimétrica con volumen
ventricular normal o reducido e hipercontractilidad, y evolucionan a una forma
con grosor normal o ligeramente engrosado, una cavidad ventricular aumentada y
disfuncion sistélica ventricular izquierda [86]. La funcién ventricular izquierda
disminuye de valores de fraccion de eyeccion >70% hasta inferiores al 45%.
Mientras tanto, se va desarrollando la hipertrofia ventricular que junto a las
alteraciones hemodinamicas presentes desemboca en isquemia miocardica,

necrosis de los miocitos y apariciéon de areas de fibrosis que posteriormente
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llevarian a la fase de disfuncién sistélica mencionada [85]. Esta sucesién de

factores podemos verla resumido en la figura 11.
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Figura 11. Hipdtesis de la patogenia de la disfuncion sistélica en la MCH. Adaptado de Maron BJ
ycols. Am. J. Card. 1998 [85].

A la hora de valorar la evolucién natural de la MCH, se ha producido
tradicionalmente un importante sesgo. Las primeras series que valoraban la
historia de la enfermedad se basaban en grupos de pacientes procedentes de
centros hospitalarios de referencia. Generalmente eran pacientes muy
sintomaticos, con hipertrofia marcada, antecedentes personales y familiares de MS
[39;106]. En estos trabajos se comunicaban una alta incidencia de episodios de
arritmias ventriculares y MS, con unas tasas de mortalidad que oscilaban entre el

2%y el 4% anual.

En los ultimos afios se han publicado los resultados de series en las que se ha
seguido la evolucién de pacientes incluidos en un ambiente no hospitalario,
quedando de manifiesto la naturaleza mas benigna de esta enfermedad, con una

mortalidad en torno al 1% por afio [39].

La evolucion maligna de la MCH viene marcada por la incidencia de MS, y por

la evolucion hacia la insuficiencia cardiaca con su morbilidad y mortalidad
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asociadas a ella asociada. Claramente la evolucién de la enfermedad es diferente en
pacientes asintomaticos en contra de aquellos que presentan sintomas. En estos
pacientes asintomaticos la mortalidad es significativamente menor. La incidencia
anual de MS es también significativamente menor [107], ademas dicha incidencia y
mortalidad fue mayor en aquellos pacientes con taquicardias ventriculares en el
registro Holter ambulatorio, con evidencia de isquemia en los estudios no
invasivos, con incremento del intervalo QT corregido y con la presencia de los

trayectos coronarios intramiocardicos [39].

La constatacién de episodios de MS en periodos de reposo ha conducido a la
busqueda de aquellos factores que permitan predecirla [108]. Las principales

causas de MS se pueden ver en la figura 12.

CAUSAS MUERTE SUBITA

o MCH

H ANOMALIAS CORONARIAS

& HIPERTROFIAVI INDETERMINADA (POSIBLE MCH)
& MIOCARDITIS

® MIOCARDIOPATIA DILATADA
 ESTENOSIS AORTICA VALVULAR

W ENFERMEDAD ARTERIAL CORONARIA
& CANALOPATIAS IONICAS

W CARDIOPATIA ARRITMOGENICA DEL VD
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M RUPTURAAORTICA
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W SINDROME WOLFF-PARKINSON-WHITE
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Figura 12. Causas de muerte stibita en atletas. Adaptado de Maron BJ y cols. Circ J. 2010.[109].

Existen multiples aspectos controvertidos relacionados con el manejo clinico
de esta enfermedad, siendo el principal la identificaciéon y tratamiento de los
pacientes con alto riesgo de MS. La mayoria de casos de MS se produce en la

infancia y adolescencia, alcanzar una mayor edad no confiere inmunidad a una
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muerte repentina. La MCH es la causa mas comuin de muerte cardiovascular en los

jovenes, incluyendo atletas de competicién [110].

Un hecho que dificulta la estratificacion del riesgo de MS, es que una gran
mayoria de pacientes con MCH (55%) presentan alguno de los factores de riesgo
reconocidos a esta enfermedad y es extremadamente raro que estos sufran
episodios de MS. Por tanto, el conjunto con mayor riesgo de MS parece

comprender alrededor del 10 al 20% de la poblacién con MCH [111].

Se han identificado multiples predictores de riesgo de MS en la MCH, entre los
que destacan: la presencia de historia familiar de MS, antecedentes de sincope
recurrente en pacientes jovenes, presencia de taquicardia ventricular no sostenida
en el Holter, respuesta anormal de la tensién arterial en la prueba de esfuerzo,
hipertrofia con grosor mayor de 30 mm y obstrucciéon dindmica con gradientes
elevados (Figura 13). El principal problema del uso de estos factores de riesgo, es

su bajo valor predictivo positivo [112].

Historia Taquicardia

Sincope
inéxplicado o
episddio previo
de mijerte
subita

Hipertrofia
severa >3cm

Respuesta
anormal de la
presion
sanguinea al

ejercicio

Obstruccién
severa (GTSVI
>30 mmHg)

Figura 13. Factores de riesgo de muerte subita en MCH. Adaptado de Jacoby D y cols. Genetics of
inherited cardiomyopathy. Eur Heart J 2012 Feb;33(3):296-304 [28].

La descripcion del perfil de paciente de riesgo en MCH es probablemente
incompleta, y ningin factor de riesgo Unico es capaz de constituir una

estratificacion de riesgo de MS en los pacientes.

Mientras que el riesgo absoluto de MS es bajo, sigue siendo una causa
importante de muerte en los jovenes [7]. Los niveles predictivos de padecer MS

estan establecidos mediante el numero y la gravedad de los factores de riesgo que
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presenten los pacientes [111]. La evaluaciéon familiar en MCH puede servir para
identificar a individuos afectados que, aunque estén asintomaticos, corren riesgo

de MS.

En cuanto a la presencia de estos factores de riesgo en los pacientes con MCH,
una minoria significativa (2-5%) puede desarrollar fallo cardiaco (HF) por una
combinaciéon de fallo de la bomba o una fisiologia restrictiva, que puede
complicarse aun mas por arritmia auricular [79]. La disfuncion sistolica del
miocardio isquémico tiene lugar de forma rapida tras la reducciéon brusca o la
interrupcion del flujo coronario. El grado de reduccién de la funcion sistélica del
miocardio isquémico esta en relacién con la severidad y duracién de la reduccién
del flujo coronario. Con grados leves de isquemia, la reducciéon de la funcién
sistdlica es leve y consecuencia de una funcién reducida en el subendocardio de la
region isquémica. Con reducciones severas del fujo coronario e isquemia
miocardica transmural puede apreciarse, mediante ecocardiografia, una motilidad

parietal aquinética o diquinética en la zona isquémica.

Otros factores que se observan en pacientes con MCH seria la presencia de
obstruccion. Es valorada mediante el gradiente del tracto de salida ventricular
izquierdo (GTSVI) y se ha visto presente en un 35% de pacientes en reposo,
ademas de que puede desarrollarse durante el ejercicio en otra proporcién
importante de ellos [113]. Los mecanismos de obstruccion se refieren al espesor
septal, dimensiones del TSVI y la anatomia de la valvula mitral. Ninguna de estas
caracteristicas tiene una correlaciéon directa con la genética [114]. El grado de
deterioro funcional se predice débilmente por la magnitud de la hipertrofia, la
obstruccion ventricular u otros marcadores clasicos de severidad de la
enfermedad. Ademas, la presencia de obstrucciéon del VI se ha visto asociada a peor
capacidad funcional y MS, por lo que podria incluirse dentro de un perfil general de

factores de riesgo de MS en MCH [115].

También pueden desarrollar FA, que es la arritmia sostenida mas comutn en la
MCH. En un 20-25% de los pacientes aparecen episodios paroxisticos o FA
permanente, aumentando su incidencia con la edad y estan vinculados a una
dilatacion de la auricula izquierda [83;116]. La FA es razonablemente tolerada por

un tercio de los pacientes y no es un factor independiente de MS [117]. Sin
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embargo, la FA se asocia con episodios embdlicos (incidencia de 1% anualmente,
prevalencia de 6%) y conduce a muerte y discapacidad con mayor frecuencia en
edad anciana, asi como a una progresiva insuficiencia cardiaca, especialmente
cuando la aparicién de FA se produce antes de 50 anos de edad y se asocia con

obstruccion del tracto de salida del ventriculo izquierdo en reposo [117].

Otra consecuencia es la aparicion de insuficiencia cardiaca (IC). Se presenta
con sintomas como fatiga, disnea, ortopnea y disnea paroxistica nocturna.
Caracteristicamente presenta contractilidad normal o supranormal del VI e

independiente de si esta presente obstruccién del tracto de salida [89;118;119].

Los sintomas de insuficiencia cardiaca relacionada con MCH generalmente no
aparecen hasta la edad adulta pero pueden ocurrir a cualquier edad. En cuanto al
desarrollo de disnea y peor capacidad funcional en pacientes con MCH, se valora
mediante la escala de la New York Heart Association (NYHA) que comprende
grados del I al IV. Los sintomas marcados de progresiéon de enfermedad
(atendiendo a clases IIl y IV de la NYHA) son relativamente infrecuentes,

aproximadamente en un 15-20% de la poblacidn no seleccionada [18;46].

Por tanto en MCH, se observa, una aparicion de sintomatologia de origen
multiple, como disfuncidn diastélica frecuentemente, pero en otros casos también
aparece disfuncion sistolica. Ademas es comun que participe la obstruccion y la

insuficiencia mitral por el SAM, y en otras ocasiones por la FA.

2. DE LA FISIOPATOLOGIA A LA CINICA: ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA
PATOLOGIA

En la MCH se ha demostrado un remodelado ventricular, con cambios en la
matriz extracelular principalmente. Ademas se ha visto remodelado de la auricula
izquierda directamente relacionado con la aparicién de FA [116;120]. Esta no es
una estructura pasiva, sino que es una entidad dindmica con gran importancia en
el proceso de remodelado que ocurre en diferentes enfermedades cardiovasculares
[121]. Las alteraciones en la matriz extracelular podrian desempefiar un papel

importante en la génesis de la disfuncion diastélica en la MCH, y muy
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probablemente en aquellos que desarrollan disfuncién sistélica. El depoésito de
coladgeno aumenta la rigidez de la cdmara ventricular izquierda y compromete el
llenado ventricular durante la didstole. Comparado con controles, el recambio de
colageno en MCH esta aumentado, predominando la sintesis de coldgeno tipo [ y III
sobre su degradacion. Se asocian por tanto, cambios en la actividad de las
metaloproteinasas (MMP), principales enzimas encargadas de la degradacion de
los componentes de la matriz y sus inhibidores (TIMPs) [122]. Se ve como la
fibrosis, valorada mediante resonancia magnética, esta relacionada con el
remodelado ventricular, la hipertrofia, la apariciéon de taquicardia ventricular
[101] y el deterioro en la clase funcional. Ademas los valores de MMP tipo 9 (MMP-
9) estan asociados de forma independiente con la fibrosis [123]. La cuestién aun
no aclarada consiste en saber si, la alteracion en la matriz intersticial ocurre sélo
debido a la activacién de fibroblastos en respuesta a factores humorales o
mecanicos, sin que haya pérdida de cardiomiocitos o si, por el contrario, se asocia a

la muerte celular, estimulando el crecimiento de la matriz extracelular.

Estas cuestiones corroboran una complejidad en el abordaje de esta patologia
y han llevado a profundizar la busqueda de herramientas que aporten diferente
informacién como son las técnicas inmunohistoquimicas. Estas técnicas
ampliamente estudiadas en MCH [46;124], han permitido la identificacién, sobre
muestras tisulares o citoldgicas, de determinantes antigénicos caracteristicos de
distintas lineas de diferenciacién y funcionalismo celular. La aplicacion directa de
anticuerpos policlonales o0 monoclonales sobre secciones tisulares ha permitido la
localizaciéon microanatémica de su expresion y su correlaciéon con los parametros
morfologicos, aumentando la sensibilidad y especificidad del estudio y

proporcionando informacion adicional esencial en muchos casos.

De la valoracion de los resultados procedentes de estas técnicas
inmunohistoquimicas, puede darse una aproximacién al estudio de los mismos
determinantes antigénicos a nivel periférico, los conocidos como biomarcadores,

que puedan aportar informacion de la patologia de estudio, MCH en nuestro caso.

En la actualidad, aunque se ha realizado un esfuerzo en materia de estudios
genotipo-fenotipo en miocardiopatias en general (con el objetivo de complementar

algoritmos a utilizar en la practica clinica, evaluacion del diagnostico y factores de
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riesgo), los datos sobre mutaciones especificas no son suficientes como para
obtener una completa guia clinica [28]. Por otro lado, el aspecto coste-efectivo de
los estudios genéticos esta siendo ampliamente discutido ultimamente, con el fin
de proponer un marco en la aproximacidn clinica al diagnéstico de miocardiopatias
basado en el reconocimiento de los principales sintomas y seleccién de pruebas

especializadas, incluido el analisis genético [125].

3. BIOMARCADORES EN MCH

La medicibn de biomarcadores plasmaticos ha ofrecido informacién
interesante sobre la fisiopatologia y la progresion de diferentes enfermedades y se
ha planteado su utilizacién en la MCH. Los biomarcadores informan sobre
diferentes procesos biol6gicos normales, mecanismos fisiopatologicos de diversas
enfermedades, y pueden ser extremadamente utiles a la hora de realizar un
diagnostico diferencial, una aproximacion para el estudio del riesgo en la evolucién
clinica o incluso afiadir un valor prondstico a nuestra practica clinica. Ha existido
un gran interés en el estudio y valoracion de la utilidad de los biomarcadores en las
enfermedades cardiovasculares, siendo mayor su utilizaciéon en la cardiopatia

isquémica y la insuficiencia cardiaca [126].

Es conocido el interés por el estudio y valoracién de la utilidad de los
biomarcadores en otras enfermedades cardiovasculares, como cardiopatia
isquémica, sindrome coronario agudo o insuficiencia cardiaca, en las cuales la
utilidad de los biomarcadores esta presente en la practica clinica. De igual modo, el
estudio de nuevos biomarcadores puede complementar a otras herramientas
utilizadas, como pueden ser las escalas de factores de riesgo cardiovascular, en la
prediccién de eventos cardiovasculares en patologias como la FA, sindrome

coronario agudo o la propia MCH [61;127;128] .
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3.1 BIOMARCADORES DE ESTRES PARIETAL: PEPTIDOS NATRIURETICOS

El péptido natriurético cerebral (BNP) es un péptido sintetizado
predominantemente en el ventriculo izquierdo en respuesta a una elevada tensién
de la pared. El BNP es sintetizado y almacenado como una pro-hormona
denominada proBNP que, tras la estimulacion de los cardiomiocitos (por ej, por
dilatacion miocardica), se escinde por una proteasa en la fraccién amino terminal
del Péptido Natriurético Cerebral (NT-proBNP) y la hormona biolégicamente
activa BNP. Ambos péptidos son liberados a la circulaciéon sanguinea y pueden asi
determinarse facilmente [129]. Por tanto, el BNP es una hormona cardiaca
secretada principalmente de los miocitos ventriculares en respuesta a la
sobrecarga de volumen y de presion causando natriuresis, diuresis, vasodilatacién
y relajacion del musculo liso [130] y esta elevado en pacientes con insuficiencia
cardiaca congestiva, enfermedad coronaria, FA, enfermedad vascular cardiaca y en

hipertension [131].

Las concentraciones plasmaticas de BNP correlacionan positivamente con las
presiones de llenado cardiaco, por lo que se comporta como un excelente
marcador de presencia de disfuncion del ventriculo izquierdo y estrés anormal de
las paredes del ventriculo izquierdo [132]. Los valores elevados de BNP o de NT-
proBNP reflejan aumento del estrés parietal causado probablemente, por
sobrecarga de volumen o presiény activacion neurohumoral en cuadros como
insuficiencia cardiaca o miocardiopatias. El péptido atrial (ANP) también ha sido
estudiado y se ha visto elevado en pacientes con MCH, pero no correlaciona con los
sintomas ni los indices ecocardiograficos de disfuncién diastélica asociados a la
enfermedad [133]. El mas estudiado en la MCH ha sido el BNP, con valores
incrementados significativamente en comparacion con sujetos normales. Asi, se ha
visto que los valores de BNP correlacionan positivamente con los sintomas de
insuficiencia cardiaca, gravedad de la hipertrofia, y signos ecocardiograficos del
Doppler de disfuncion diastélica del VI [134-136]. Ademas, correlaciona con la
clasificacion de la New York Heart Association (NYHA) sugiriendo peor capacidad
funcional [131] y presencia de obstruccion ventricular [134]. Se ha observado

también como BNP y ANP aparecen significativamente elevados en pacientes con
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MCH que muestran evidencia de obstruccién, y ademdas correlacionan

positivamente con el gradiente de presidn intraventricular izquierda (GTSVI).

Las concentraciones de NT-proBNP fueron posteriormente estudiadas en
pacientes con MCH. Asi, Thaman R. y cols [131] demostraron la existencia de una
relacion inversa entre el consumo maximo de oxigeno durante el ejercicio y los
niveles de NT-proBNP, siendo asi éste un biomarcador util en la valoracién de la
gravedad de la enfermedad frente al resto de variables funcionales como clase
funcional segin NYHA, GTSVI o la fraccién de acortamiento. Ademas los valores de
NT-proBNP han sido asociados con un remodelado del VI, lo que sugiere que la NT-
proBNP podria ser también utilizada para diagnosticar un remodelado

desfavorable del VI en MCH [137].

Por otro lado, se ha explorado también el valor prondstico de Ila
concentracion plasmatica de NT-proBNP en pacientes con insuficiencia cardiaca
aguda descompensada donde se observan concentraciones elevadas de NT-

proBNP asociadas a mayor riesgo de sufrir eventos clinicos adversos [138].

3.2 BIOMARCADORES DE INFLAMACION

Las citoquinas son proteinas que regulan la actividad de los leucocitos. En la
respuesta de fase aguda, citoquinas como la interleucina (IL-1 y IL-6) dirigen la
produccion de reactantes de fase aguda como la proteina C-reactiva (PCR), que es
la proteina de fase aguda clasica de una reaccién inflamatoria. Se sintetiza en el
higado y se compone de cinco cadenas polipeptidicas idénticas en forma de un
anillo de cinco eslabones con un peso molecular de 105.000 dalton. La PCR es el
reactante mas sensible de la fase aguda y su concentracién aumenta muy
rapidamente en procesos inflamatorios. La PCR en complejo activa el sistema del
complemento comenzando en la fraccién Clq, e inicia la opsonizacion y fagocitosis
de las células penetradas, pero su tarea principial es la fijaciéon y desintoxicacion de
sustancias enddgenas toxicas producidas por lesiones tisulares. La determinacién
de PCR sirve para reconocer procesos inflamatorios sistémicos (excepto
inflamaciones tales como el lupus eritematoso sistémico y la colitis ulcerosa), para

evaluar el éxito del tratamiento de infecciones bacterianas con antibiéticos, para
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diferenciar entre las formas activa e inactiva de enfermedades con infecciones
concomitantes, para evaluar la actividad de enfermedades reumaticas y la eficacia
del tratamiento antiinflamatorio o para el reconocimiento precoz de

complicaciones postoperatorias, entre otras aplicaciones [139].

Los métodos de determinacion tradicionales de PCR tienen un rango de
medicion de 1 a 260 mg/L y se utilizan cuando se desea analizar la PCR en
procesos inflamatorios. Estos no sirven para evaluar riesgo cardiaco, dado que las
concentraciones en estos casos son menores a 1 mg/L. Para la utilidad de la PCR
como pronostico de enfermedad cardiovascular, se requiere de los métodos
llamados “ultrasensibles” o métodos “de alta sensibilidad” en donde se mide
proteina C-reactiva ultrasensible (PcRhs). Estos métodos presentan una mejora
del limite de deteccidn; esto es, la concentracion minima que puede diferenciarse

de cero.

La American Heart Association junto con el CDC (Centers for Disease Control
and Prevention) recomendaron la medicién de PCR solo en pacientes que
presentan un riesgo intermedio de padecer enfermedades cardiovasculares. Si bien
la evidencia apunta a que la sola presencia de valores elevados de PCR aumentaria
la probabilidad de enfermedades cardiovasculares, todavia esta en discusion si es o
no un factor de riesgo independiente [140;141]. Diferentes estudios demuestran
que la determinacién de PCR ultrasensible puede emplearse como marcador
predictivo de riesgo de cardiopatia coronaria en personas aparentemente sanas y
como indicador pronéstico de recidivas [141;142]. Ademads la determinacién de
PCR ultrasensible, ha sido empleada para la deteccién precoz de infecciones

pediatricas y para evaluar el riesgo de enfermedades coronarias [141].

Los biomarcadores inflamatorios mas estudiados en MCH han sido la IL-6 y el
factor de necrosis tumoral (TNF-a) [143;144]. Ambos pueden expresarse en el
miocardio bajo diversas formas de estrés y son capaces de modular la funcién
cardiaca por diversos mecanismos, incluyendo la induccién de apoptosis,
miocardiopatia e hipertrofia del VI en miocitos cardiacos [144;145]. De hecho, la
progresiva pérdida de miocitos cardiacos debido a apoptosis contribuiria al

deterioro general de la funcion miocardica [145].
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Como marcador inflamatorio, la PCR convencional y ultrasensible, han sido
estudiadas también en MCH, pero en menor medida que los biomarcadores de
estrés parietal. Pocos estudios existen al respecto. Dimitrow y cols. [146]
demostraron que la PCR convencional estaba mas elevada en pacientes con MCH
que en controles, mientras que Lamparter S. y cols estudiaron los valores de PCRhs
en miocardiopatias, en su caso miocardiopatia dilatada idiopatica en una cohorte
amplia [147]. Los datos que obtuvieron mostraron una mayor proporciéon de
pacientes (41%) con PCRhs altas en pacientes con clase funcional III frente a
pacientes con mejor estado de clase funcional y valores mas bajos de PCRhs.
Ademas encontraron que la PCRhs y la FEVI se comportaban como predictores de

muerte.

3.3 BIOMARCADORES DE DANO ENDOTELIAL

El endotelio participa de forma importante en la conservacién de la
homeostasis vascular mediante la secrecion y liberacion de diversas sustancias
vasoactivas, moléculas de adhesiéon y una serie de sustancias bioldgicamente
activas. Por este motivo, cuando existe una alteracion en su estructura o funcion, el
lecho vascular es incapaz de responder de forma fisioldgica frente a los diferentes
estimulos y condiciones que se producen en el organismo. La disfuncion endotelial
(DE) representa la pérdida de la capacidad del endotelio para modular el
comportamiento fisiolégico del lecho vascular. Ademas constituye un episodio
temprano de la aterosclerosis que precede a la formacion de la placa de ateroma.
Estudios recientes indican que la DE en el arbol coronario es un marcador

pronostico [148].

El endotelio no es unicamente una barrera fisica que separa la sangre
circulante de la pared vascular, sino que también actiia como la mdas extensa
glandula endocrina y paracrina del cuerpo. Las células endoteliales, ademas de
cumplir sus funciones de soporte de los vasos sanguineos y de regulacion del
transporte de macromoléculas y otras sustancias entre el plasma y el intersticio,
también producen una serie de moléculas biolégicamente activas. Estas son

liberadas como respuesta a una variedad de estimulos fisioldgicos. Las células
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endoteliales producen sustancias vasodilatadoras, como la prostaciclina y la
bradicinina y también sustancias con actividad vasoconstrictora, como la
endotelina-1. El endotelio modula asimismo la actividad vasomotora arterial
mediante la actividad del sistema renina-angiotensina-aldosterona, ya que la ECA,

que regula el paso hacia la angiotensina II, se expresa en la célula endotelial [149].

Otras funciones importantes del endotelio son intervenir en el proceso de
angiogénesis mediante la formacion de factores de crecimiento que estimulan la
proliferaciéon del musculo liso, regular la permeabilidad capilar, segregar
sustancias causantes de la agregacion y adhesion de las plaquetas y de la atraccion
de monocitos a la pared vascular, actuar como mediador de factores de
coagulacion y de factores fibrinoliticos y, finalmente, intervenir en el mecanismo
de respuesta del sistema inmunolégico. En suma, el endotelio desempeiia un papel
clave en el control del tono vascular, en la hemostasis local y en los procesos de

proliferacién celular en la pared de los vasos [148].

Esta demostrado como los factores de riesgo coronario clasicos (dislipemia,
hipertension arterial, tabaquismo, diabetes, etc.), asi como otros factores de riesgo
implicados en la aterogénesis (homocisteina, radicales libres de oxigeno,
infecciones cronicas, mecanismos inflamatorios y déficit estrogénico), son capaces
de activar y/o lesionar las células endoteliales y alterar sus multiples funciones. La
DE resulta de la adhesion de plaquetas y monocitos a la pared vascular, liberacién
de factores de crecimiento con tendencia a la proliferaciéon de células musculares
lisas y perturbacién del equilibrio tromboético-trombolitico; también da lugar a una
regulacion anormal del tono vascular. La DE representa la pérdida de la capacidad
del endotelio para modular el tono vascular y para inhibir los procesos de
agregacion plaquetaria, adherencia de neutréfilos y de proliferacion celular.
Diversos estudios clinicos han probado que la DE, producida por los llamados
factores de riesgo coronario, no so6lo ocurre en los grandes vasos, como pueden ser
las arterias coronarias epicardicas, sino también en la microcirculaciéon y en la

circulacion periférica [148].

Es conocido que en la MCH aparece disfuncion microvascular con anomalias
funcionales y morfolégicas en las pequeinas arterias coronarias intramurales y la

arteriola subendocardica [150]. El sustrato morfolégico de la disfuncién
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microvascular consiste en un engrosamiento de la pared arteriolar y su intima con
un estrechamiento consecuente de la luz, y una ultraestructura anormal de las
células endoteliales. Por tanto, la disfuncién microvascular podria tener extensiéon
como marcador prondstico en MCH [151]. El deterioro de la vasodilatacién
coronaria dependiente de endotelio ha sido demostrado en pacientes con MCH
[152]. Estos pacientes tuvieron una respuesta vasoconstrictora anormal de la
arteria coronaria a la acetilcolina o la prueba de estimulaciéon con frio como
pruebas que miden reactividad vasomotora dependiente del endotelio [150;153].
Por ello, fuerzas de compresion extravasculares pueden desempefiar un
importante papel en la disfuncién microvascular en la MCH [154] y sugiere que el

endotelio en la MCH podria ser funcionalmente anormal.

En relacion al papel de los biomarcadores en la DE se han estudiado algunos
como el Factor von Willebrand (FvW) plasmatico, que es una glicoproteina
sintetizada por el endotelio y que ha emergido como un posible marcador de
actividad de la célula endotelial ya que su sintesis solo ocurre en el endotelio
vascular, en los megacariocitos y en las plaquetas, permaneciendo unido a la

superficie de estas ultimas, después de liberarse desde los granulos [155].

Varias publicaciones asocian concentraciones elevadas de FvW con un
incremento del riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares como
aterosclrerosis, trombosis o isquemia [155]. De igual modo también se han
relacionado biomarcadores como la E-selectina y la trombomodulina con
capacidad de valorar la DE [156;157] Por tanto, observamos como el FvW
plasmatico se puede valorar como un marcador establecido de dafio/disfuncién
endotelial [158;159], y ha sido estudiado en MCH. Dimitrow y cols. [160]
demostraron como la trombomodulina soluble (sTM), el inhibidor de la via del
factor tisular (TFPI), la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y la dimetilarginina
simétrica (SDAM) estan elevados en la MCH en comparacion con individuos sanos,
lo que indica que la disfuncién endotelial podria observarse con biomarcadores en
sangre periférica. Sin embargo, los dos estudios previos que evaluaban los niveles
de FvW entre pacientes con MCH y controles emparejados por edad y sexo, no
encontraron diferencias estadisticamente significativas [160;161]. Pero, por el

contrario, si evaluamos la presencia de DE mediante biomarcadores, también
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permitiria observar a través de ellos la frecuente disfuncién microvascular

existente en MCH.

3.4 BIOMARCADORES DE NECROSIS EN MIOCITOS

Las troponinas son marcadores bioquimicos que pueden ser utilizadas para la
deteccion de dafio celular. Las subunidades T, C e [ de la troponina son proteinas
del aparato contractil que se presentan en diversas isoformas, dependiendo del
musculo especifico del que provengan. El marcador clasico de dafio miocardico
que se utiliza ampliamente en el diagnostico del infarto de miocardio, es la
troponina T cardiaca (TnT), por su especificidad de tejido, ya que se diferencia
claramente en su peso molecular de la troponina T del musculo esquelético, y
porque aumenta a las 3-4 horas del infarto y permanece elevada en sangre hasta

dos semanas tras el mismo [162].

Las Troponinas [ y T son biomarcadores muy sensibles y especificos de lesion
de miocitos cardiacos, y han demostrado ser predictores independientes de
pronostico en sindromes coronarios agudos. Ademas sus valores para diagndstico

y pronostico en los sindromes coronarios agudos estan bien establecidos [163].

El estado hemodinamico (agudo o estable) de los pacientes en el momento de
la determinacién de TnT afade una dificultad para la evaluacion de este
biomarcador en otras cardiopatias diferentes a los sindromes coronarios agudos
[164]. En pacientes con insuficiencia cardiaca aguda descompensada, un resultado
positivo de TnT cardiaca se asocia con mayor mortalidad hospitalaria,
independiente de otras variables predictoras [165]. En pacientes ambulatorios con
insuficiencia cardiaca crénica estable de etiologia no isquémica, la deteccién de
TnT, incluso a niveles bajos, significa un mayor riesgo de eventos cardiacos
adversos, lo que parece ser independiente de otras variables clinicas, analiticas y
del ECG [166]. Omland y cols. [167] describieron un ligero incremento de los
niveles circulantes de TnT en pacientes estables con enfermedad de las arterias
coronarias mediante métodos ultrasensibles (TnThs). Dicho estudio representd el

primero que inform6 de la elevacion de la TnThs en pacientes con enfermedad
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coronaria estable y su asociacién con la incidencia de muerte cardiovascular y la

insuficiencia cardiaca.

A pesar de ser un marcador muy sensible y especifico de necrosis de los
cardiomiocitos, y que pudiera tener también una utilidad en el prondstico de estos
pacientes, no se utiliza de rutina en el diagndstico o seguimiento de pacientes con
MCH, otras miocardiopatias o insuficiencia cardiaca. Esto es debido a los bajos
valores del biomarcador en estos pacientes, inferiores en la mayoria de los casos al
nivel de deteccion, que comprometen la sensibilidad de los métodos de
determinacion establecidos. Estos estudios mencionados se basan en métodos de
determinacion clasica TnT, y revelan fuertes discrepancias entre el nimero de
pacientes con TnT positivas, probablemente debido a la heterogeneidad en limite
de deteccion de la técnica utilizada (dependiendo del fabricante y la generacién
del ensayo) y el punto de corte establecido. Las técnicas ultrasensibles o de alta
sensibilidad, han demostrado que mejoran el diagnéstico de sindromes coronarios

agudos.

Sato y cols. [168] observaron concentraciones elevadas de TnT en pacientes
con MCH y controles, correlacionando las diferencias con hallazgos
ecocardiograficos. Se asociaron mayores concentraciones de TnT con un
acortamiento fraccional significativamente inferior y con un aumento del grosor
del tabique interventricular. Dichos autores sugieren que una elevaciéon en la
concentracion de TnT en MCH puede ser indicador de lesidn subclinica miocitaria y
progresion a MCH dilatada. Pop y cols. demostraron que la mayor liberacion de
TnT puede estar presente en pacientes con MCH y con historia de haber practicado

ejercicio intenso [169].

El mecanismo de lesion de los miocitos en MCH es desconocido. Los valores
anormales de TnT pueden estar causados por isquemia miocardica relativa debido
al desequilibrio entre un corazén hipertréfico y un insuficiente suministro de
sangre al tener los vasos coronarios dafiados. Por tanto, observar concentraciones
elevadas de TnT podria deberse a un dafio en curso del miocardio o a una
liberacion de componentes miofibrilares, lo que podria reflejar la pérdida de
cardiomiocitos viables, caracteristica comun en la insuficiencia cardiaca progresiva

[170]. La otra posibilidad es que las anomalias de los miocitos vengan
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condicionadas por mutaciéon génica y causen dafio miocitario. Por tanto la
determinacion de troponinas podria ser util en la evaluacién de los pacientes con
mayor riesgo para desarrollar fase dilatada de la MCH y valorar los efectos del
tratamiento farmacoldgico en la evolucién de MCH, pero son necesarios mas

estudios [61].

3.5 FACTORES DE CRECIMIENTO

Cualquier variable que estimule al ventriculo izquierdo a bombear con mas
fuerza o mas frecuencia por un tiempo prolongado, producira hipertrofia
del musculo cardiaco del ventriculo izquierdo. Es decir, aumenta la masa muscular

pero no el nimero de miocitos.

La masa muscular puede aumentar por un incremento de la sintesis
de proteinas, dentro del sarcolema, asi como en elintersticio que rodea la
musculatura cardiaca, como el colageno. La estimulacidon para ese efecto sintético
de proteinas adicionales proviene de la liberacion de factores de crecimiento

celular como angiotensina II, el factor de crecimiento insulinico y otros [89] .

El factor de crecimiento de diferenciaciéon-15 (GDF-15) es un miembro de la
superfamilia del factor de crecimiento transformante 3 (TGF-[3). Esta comprobada
la existencia de dos patrones morfoldgicos distintos de fibrosis basados en el
alineamiento entre si de fibras de colageno finas y gruesas con el musculo cardiaco.
La alteracién mas conocida es la fibrosis perivascular alrededor de los vasos
intramiocardicos. Una segunda forma es la fibrosis de reemplazo, consistente en el
depésito excesivo de colageno fibrilar entre los haces musculares. Ademas en el
intersticio también encontramos glucosa, proteoglicanos y moléculas
autoagregantes que intervienen cuando hay dafio tisular; incluyen la familia de
polipéptidos de TGF-3 y metaloproteinasas (MMP). Asi, la aparicién de fibrosis no
significa necesariamente que sea reparativa siguiendo a la necrosis miocitica, y
mas aun, puede ser reactiva y productiva en ausencia de pérdidas de miocitos [75].
La Angiotensina II estimula la sintesis de TGF-§3 por los fibroblastos cardiacos y
aumenta la expresion de trombospondin-1 (activador del TGF-f). El TGF- modula

el fenotipo fibroblastico y asi promueve la sintesis de colageno, incrementando a
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su vez la sintesis de inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs)

induciendo fibrosis [171].

La familia de proteinas del TGF-B puede subdividirse en dos grupos
principales: el TGF-B/Activina y la proteina morfogenética del hueso y ramas del
GDF, basado en su similitud de secuencia [172]. Estas citoquinas estan implicadas
en una amplia variedad de diferenciacion de los tejidos y los procesos de
proliferaciéon [173]. Diversos estudios clinicos han demostrado que las
enfermedades cardiovasculares como isquemia, inflamacién o lesién, elevan la
expresion de GDF-15 en el corazén [174]. Estas situaciones patoldgicas podrian

indicar que este factor actia como una sefial de tension para los cardiomiocitos.

Varios estudios clinicos han evidenciado relacion entre GDF-15 y trastornos
vasculares, asociando el aumento de los niveles de GDF-15 a un peor prondstico en
el sindrome coronario agudo [175;176] y recientemente a insuficiencia cardiaca
[177]. Estas observaciones sugieren que la elevacion de los niveles de GDF-15
podrian identificar pacientes de alto riesgo en un amplio espectro de las
enfermedades cardiovasculares [178] y que es posible que tenga un papel
regulador en el proceso de hipertrofia cardiaca [179]. Asi, en la evolucion de la
MCH, el miocardio sufre una remodelacidon heterogénea que incluye crecimiento de
la matriz extracelular y ademas pérdida activa de los miocitos, con una regulacion

por parte de los factores de crecimiento.

3.6 BIOMARCADORES DE FIBROSIS Y REMODELADO TISULAR.
ANTECEDENTES Y RELACION CON LA MCH:

El estudio de biomarcadores de fibrosis y remodelado tisular a través de los
péptidos derivados del colageno ha sido clasicamente utilizado en patologias
6seas, al formar parte el coldgeno de la matriz 6sea, pero también ha sido
estudiado en profundidad en el remodelado cardiaco, fundamentalmente en la

cardiopatia hipertensiva [180-182].

Conviene recordar que dos tercios de la poblacion celular del corazén normal

estd compuesta por células no musculares, en su mayoria fibroblastos [183]. En
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respuesta a diversos tipos de estrés, estas células presentan una modificaciéon
fenotipica, con expresiéon de marcadores caracteristicos de la célula muscular lisa,
por lo que se les denomina miofibroblastos, que producen y liberan sustancias
como factores de crecimiento, citocinas, proteinas de la matriz extracelular y
proteasas [184]. Tanto los fibroblastos como los miofibroblastos desempefian un
papel importante en la regulacion de la sintesis y degradaciéon de proteinas de la
matriz extracelular, cuya composicion y cantidad es el resultado de un estrecho
balance entre la sintesis de colageno (y otras proteinas en menor medida) y la
actividad de metaloproteinasas e inhibidores tisulares de metaloproteinasas [185].
El fallo de este equilibrio puede conducir a cambios fibréticos que, junto con la
hipertrofia cardiaca, la proliferacion fibroblastica y la muerte celular, constituyen

el fenémeno del remodelado tisular o “turnover” [186].

La matriz de colageno es una estructura metabolicamente activa, ya que el
equilibrio entre la sintesis y la degradaciéon de coldgeno determina su propio
“turnover”, que se estima entre 80 a 120 dias [187]. El colageno, la molécula de
triple hélice que forma la estructura fibrosa de todos los tejidos conectivos, se
sintetiza como procolageno, una molécula precursora mas grande. El procolageno
consta de colageno maduro con péptidos de extension en las terminaciones
aminica y carboxilica. Estos péptidos o propéptidos, son separados de la molécula
de colageno en crecimiento. La liberaciéon de estos péptidos en la circulacién

proporciona una representacion de la produccién de colageno (Figura 14).

La busqueda de biomarcadores del metabolismo del colageno ha
proporcionado un amplio nimero de moléculas candidatas que pueden clasificarse
en 2 categorias: los biomarcadores relacionados con la sintesis de moléculas que
forman las nuevas fibras de colageno y los biomarcadores relacionados con la

degradacidn de las moléculas que integran las fibras maduras de colageno [187].
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Figura 14. Degradacién de la hélice de coldgeno. Adaptado de “Principles of Molecular Cardiology”.
edited by Marschall S. Runge, and Cam Patterson, 2005.

Biomarcadores relacionados con la sintesis del coldgeno

Una vez que los tipos de procoldgeno I y III se sintetizan y secretan por los
fibroblastos y los miofibroblastos como un precursor de procolageno de triple
hélice que contiene propéptidos terminales, los propéptidos son escindidos en
bloque por proteinasas especificas de procoldgeno, permitiendo la integracién de
la molécula de colageno resultante en el crecimiento de fibrillas. Los propéptidos
resultantes alcanzan el torrente sanguineo y pueden detectarse al escindirse en
cada molécula de colageno. Asi, la cantidad de propéptidos cuantificada en
circulacion es proporcional a la cantidad de colageno formado y pueden calificarse
como indices de la sintesis de colageno. Esto se corrobora para el propéptido
carboxiterminal del procoldgeno de tipo I (PICP) y probablemente para el
propéptido aminoterminal del procoldgeno de tipo I (PINP) (Figura 15). De
hecho existe una relaciéon estequiométrica 1:1 entre el nimero de moléculas de

colageno tipo I producidas y las moléculas de PICP liberadas.

Las concentraciones de PICP son indicativas de la produccién de colageno in
vivo, por tanto vinculados al crecimiento y formacion colageno tipo 1. El colageno
tipo I constituye el 90% de la matriz organica, pero ademas esta presente en tejido
conectivo laxo junto con otros tipos de colageno como el tipo III, V y VI. De igual
forma, el PINP también se considera un indicador especifico de la deposicion de

colageno tipo L.

El colageno tipo III deriva de una proteina mayor, el procolageno tipo III, con
dos extensiones finales en ambos lados de la molécula. Alguno de los propéptidos

aminoterminales (PIIINP: propéptido N-terminal del procoldgeno tipo III) se
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liberan durante la sintesis y deposiciéon del colageno tipo IIl, y otros quedan
retenidos en las moléculas, formando parte de las fibras de colageno. Este
antigeno, cuando se encuentra en suero, puede derivar de la sintesis del nuevo
colageno tipo Il o de la degradacion de las fibras de colageno tipo Il existentes
como tejido conectivo. Los propéptidos carboxi-terminal y amino-terminal de
colageno tipo III (PIINP y PIIICP, respectivamente) no son completamente
escindidos durante la conversion de procolageno tipo III en colageno tipo III, que
queda en cierta medida en la fibra final y por tanto liberados durante la

degradacion de la fibra [187].

Biomarcadores relacionados con la degradacion del coldgeno

Las metaloproteinasas de la matriz intersticial (MMP) inician la digestion del
coldgeno por hidrdlisis del enlace peptidico tras un residuo de glicina. El
telopéptido carboxiterminal procoldgeno tipo I (ICTP) resultante es liberado por
la accion de la MMP-1 (Figura 15). Existe una relacion estequiométrica entre el
numero de moléculas de colageno tipo | degradadas y las moléculas ICTP liberadas.
Asi, la cantidad de ICTP que alcanza la circulacion seria proporcional a la cantidad
de colageno fibrilar degradado [187]. Se podria asociar este péptido como

marcador de degradacidn o lisis de colageno [188].

Los péptidos fragmentados finales matriciales liberados por la accién de estas
enzimas tienen actividades biolégicas en la regulaciéon del metabolismo del
colageno y la angiogénesis. Por ejemplo, el tripéptido glicil-histidil-lisina (GHL)
derivado de colageno de tipo I estimula la sintesis de colageno nuevo por

fibroblastos [187].
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Figura 15. Péptidos liberados durante la sintesis y la degradacién extracelular de colageno de
tipo I que llegan al torrente sanguineo desde el intersticio del tejido. Adaptado de Lopez y cols.

Circulation 2010 [187].

Biomarcadores del _metabolismo del coldgeno en las enfermedades

cardiacas

Alteraciones del metabolismo de colageno pueden conducir a anormalidades
en la arquitectura y la composicion (es decir, el remodelado) de la matriz de
colageno que, a su vez, dara lugar a alteraciones de la morfologia y funcion del VI.
En algunos casos, el aumento de la sintesis de colageno sobre la degradacion
conduce a una acumulacién de fibras de colageno. Esto incluye patrones distintivos
de fibrosis reactiva y reparativa del miocardio, cada uno de los cuales alterara la
rigidez miocardica diastdlica y facilita la hipertrofia ventricular y la disfuncién
diastolica [187]. Estas alteraciones de la matriz de colageno presentes son de dos
tipos: a) fibrosis difusa secundaria a la acumulacién exagerada de fibras en el
intersticio y en el espacio perivascular, porque en esa localizaciéon su sintesis

predomina sobre su degradacion, y b) disrupcién excesiva de la red de colageno
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que rodea a cada cardiomiocito (endomisio) y a grupos de cardiomiocitos
(perimisio) porque la degradacion de fibras predomina sobre la sintesis en el

entorno cardiomiocitario [189].

Por otra parte, el predominio de la degradacion sobre la sintesis conduce a la
desorganizacion y la pérdida de colageno miocardico y/o la disminucién de la
resistencia a la traccidn matriz que puede ser responsable de la dilatacion

ventricular y la disfuncion sistolica.

Se ha propuesto que las alteraciones antes mencionadas de la matriz de
colageno estan presentes en cuatro tipos principales de enfermedades cardiacas:
cardiopatia isquémica, enfermedad cardiaca asociada con sobrecarga de presion,

enfermedad cardiaca asociada con sobrecarga de volumen y cardiomiopatias.

Este conjunto de péptidos ha sido estudiado también en pacientes con
hipertension [190], asociados a una mayor fibrosis y con acumulacién de colageno
tipo I y III, confirmado mediante el estudio de corazones explantados o biopsias
endomiocardicas en modelos animales. Ademas encuentran valores de PICP y de
ICTP que correlacionan con cantidad de fibrosis mas severa y asociada con peor
prondstico en pacientes con insuficiencia cardiaca. Otros autores [191]
encontraron como las concentraciones de PICP correlacionaban con el contenido
de colageno miocardico medido en biopsias cardiacas en pacientes con hipertrofia

secundaria.

Podemos encontrar altas concentraciones de PIIINP en enfermedades
malignas fibroproliferativas, hematolégicas y endocrinolégicas [192]. Asi cambios
en PIIINP no son especificos de una enfermedad en particular pero reflejan un

metabolismo alterado del colageno tipo Ill asociado con la clinica.

También se ha visto concentraciones séricas de PIIINP elevadas en patologias
como fibrosis hepatica o cirrosis, y como reflejo de un proceso de reparacion y
formacion después de un infarto de miocardio. También se ha demostrado
correlacion con el tamafio del infarto, disfuncién ventricular izquierda y la

presencia de oclusidn coronaria cardiaca [193].

Asi, la apoptosis de miocitos, la disfuncion microvascular coronaria, y el

turnover de fibroblastos y colageno también juegan un papel importante en el
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remodelado cardiaco. Se lleva a cabo una continua remodelacién de la matriz
extracelular en la MCH, que conlleva un aumento de la fibrosis intersticial debido a
la mayor cantidad depositada de colageno de tipo I/IIl. La presencia en el
miocardio de areas de realce tardio con gadolinio evaluado por CRM refleja un
aumento de coldgeno miocardico. Ademas, anteriormente se ha demostrado una
importante asociacion de diversas variables clinicas y factores de riesgo con realce

tardio de gadolinio en los pacientes con MCH [100;194].

Por tanto, de acuerdo con los estudios publicados [194;195], la evaluaciéon de
los péptidos del coldgeno como posibles biomarcadores representativos de un
turnover en la MCH, puede informar de la patogenia de la MCH y el remodelado

miocardico.
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I1. Hipétesis y Objetivos

2.1. JUSTIFICACION E HIPOTESIS DEL ESTUDIO

La MCH aparece con multiples manifestaciones clinicas no especificas y con
frecuencia se asocia a una presentacion clinica con uno o mas factores de riesgo
presentes. La MCH se apoya en tres pilares basicos: la anamnesis, evaluacién
clinica y pruebas complementarias de imagen. Sin embargo, con estas
herramientas, la informacién obtenida desde el punto de vista fisiopatologico es

insuficiente, y ain mas la valoracion pronostica.

Desafortunadamente el estudio de biomarcadores en la MCH ha sido poco
desarrollado. Seria interesante plantear si el estudio de las concentraciones de
varios biomarcadores en suero o plasma y su relaciéon con las diferentes vias

patolégicas implicadas en la MCH, podria aportar informacién relevante.

El presente trabajo pretende estudiar biomarcadores relacionados con la
patologia cardiaca que ayuden a complementar la evaluacién clinica de los
pacientes con MCH, y correlacionarlos con las distintas variables clinicas de la
enfermedad. Para ello se tuvieron en cuenta todas las pruebas derivadas de su
paso por la consulta monografica de MCH en los Servicios de Cardiologia del
Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia y en del Hospital General

Universitario de Alicante.

Actualmente no existe ningun biomarcador que pueda predecir de forma
rapida y fiable un posible desarrollo de MCH precoz o que se utilicen en clinica
para complementar el manejo, tratamiento y prondstico adecuado en pacientes

afectos de MCH.

Por tanto, partiendo de estas premisas, se sugiere una investigacién que
estudie la determinaciéon de diversos biomarcadores relacionados con las vias
implicadas en la MCH y con los factores de riesgo de MCH en un grupo de estudio y
un grupo control, seleccionados ambos en las consultas de los hospitales

mencionados.

Asi se decidié evaluar la utilidad clinica de los siguientes biomarcadores
relacionados con el estrés parietal, inflamacidn, dafio endotelial, necrosis, fibrosis y

remodelado tisular en pacientes con MCH:
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1. NT-proBNP como biomarcador de estrés parietal.

2. PCRhs como biomarcador de inflamacion.
* 3. FvW como biomarcador de dafio o disfuncién endotelial.

* 4. TnThs como biomarcador de necrosis miocardica.

5. GDF-15 como biomarcador asociado a fibrosis y severidad de la

enfermedad.

6. Péptidos de formaciéon y degradaciéon del colageno como

biomarcadores de fibrosis y remodelado tisular.

Para poder trabajar estas cuestiones, se profundizard en varios aspectos,
relacionando los biomarcadores analizados con la clase funcional de los pacientes,
los factores de riesgo implicados en la MCH y el resto de pruebas de diagnoéstico

complementarias realizadas a los pacientes.

Por tanto, la evaluacién del comportamiento de los diferentes biomarcadores,
podria mostrar diferencias en los pacientes con MCH, frente a controles sanos, y
ademas comprobar si estos niveles estan relacionados con las diferentes variables
asociadas con la remodelacion ventricular en la MCH y severidad de la enfermedad.
En este contexto se explorara la posible asociacion con diversas variables: clinicas
(edad, género, hipertensién, MS familiar, sincope recurrente, angina de pecho,
presencia de FA, y clase funcional (estimada segun la escala NYHA). Asociacién con
variables ecocardiograficas (obstruccion del tracto de salida del VI, grosor de la
pared del VI, dilatacién auricular izquierda, y los indices de funcion diastélica) y
otras técnicas de valoracion de la estructura y funcionalidad cardiaca (respuesta
de la presién arterial anormal al ejercicio, TVNS registrada en el Holter, o realce

tardio de gadolinio evaluado por CRM).

Con todo ello, con el estudio de estos biomarcadores se plantea una

posibilidad de mejora en la caracterizacion fisiopatoldgica de la MCH.
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2.2. OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo fueron los siguientes:

* 1. Comparar los valores de los diferentes biomarcadores (estrés parietal,
inflamacién, dafio endotelial, necrosis, fibrosis y remodelado tisular) entre

pacientes con MCH y un grupo control de similares caracteristicas.

* 2. Examinar el comportamiento de las concentraciones de los diferentes
biomarcadores clasificando el grupo de pacientes segin su capacidad

funcional, atendiendo a los grupos de la escala NYHA.
» 3. Estudiar la asociacion de cada biomarcador a las diferentes variables

clinicas, asociacién con las caracteristicas demograficas y con las diferentes

pruebas complementarias que estiman la severidad de la enfermedad.
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III. Material y Métodos

3.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se ha realizado un estudio observacional transversal incluyendo pacientes
estables con MCH que asisten a consulta monografica de dicha enfermedad para el
seguimiento de rutina en dos Hospitales espafoles (Hospital Universitario Virgen
de la Arrixaca, Murcia y el Hospital General Universitario de Alicante). Las
muestras fueron procesadas en el Servicio de Andlisis Clinicos del Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia, con la estrecha colaboracion del grupo
de investigacion Trombosis arterial y remodelado vascular, intersticial y miocdrdico
(grupo n?15 FFIS) y en colaboracién también con el Servicio de Cardiologia de
dicho hospital, donde se compararon las caracteristicas clinicas del grupo de

pacientes seleccionados y controles.

3.2. PACIENTES Y GRUPO CONTROL

Se incluyeron 124 pacientes estables con MCH entre los dos Hospitales
(Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia y el Hospital General
Universitario de Alicante).

De los pacientes seleccionados, 91 (73%) eran varones, con una edad de 47.7
+ 14,2 anos. Los criterios para el diagndstico de MCH fueron la presencia de un
grosor de la pared del ventriculo izquierdo de al menos 15 mm, sin ninguna otra
causa que podria llevar a la hipertrofia ventricular. Ademas, en el caso de
familiares de primer grado de las personas afectadas, se propusieron los mismos
criterios.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes: pacientes con neoplasia
concomitante, infecciones, enfermedades del tejido conectivo, hipertension arterial
secundaria o refractaria con la necesidad de dos o mas farmacos, cardiopatia
isquémica demostrada, tratamiento anticoagulante, insuficiencia renal,
insuficiencia hepatica o enfermedades inflamatorias.

Se realiz6 una historia completa y un examen clinico, incluyendo

electrocardiograma (ECG) de 12 derivaciones, ecocardiograma, prueba de esfuerzo
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limitada a los sintomas, ergometria convencional y Holter-ECG de 24 horas,

ademas de CRM con contraste con gadolinio.

Los pacientes con MCH se compararon con 78 sujetos control de similar edad
y sexo. Los controles fueron seleccionados entre los trabajadores de los dos
hospitales, utilizando los mismos criterios de exclusiéon usados para los pacientes,
ademas de una historia clinica y exploracidén fisica completa, para descartar que

fueran cardiopatas.

3.3. METODO

3.3.1. EVALUACION CLINICA

Se realizé una valoracién clinica completa en cada caso. Se hizo especial
énfasis en la disnea (clase NYHA), la angina, el sincope y la fibrilacion auricular u
otras alteraciones del ritmo. En todos los pacientes, se realiz6 un estudio de
estratificacion del riesgo de MS, valorando los siguientes factores: a) antecedentes
familiares de MS; b) sincope recurrente de origen no explicado o MS reanimada;
c) respuesta presora anormal en la ergometria, y d) taquicardia ventricular no
sostenida (TVNS) en una monitorizaciéon de Holter-24 horas y un grosor maximo
de la pared del ventriculo izquierdo = 30 mm en el ecocardiograma o un gradiente

del tracto de salida del ventriculo izquierdo (TSVI )> 30 mmHg en reposo.

Se definié como factores de riesgo asociados a peor capacidad funcional y
estado mas severo de la MCH las siguientes comorbilidades: presencia de grosor
severo del VI observado por CRM, hipertension previa, historia de FA, Disnea> Il y
Disnea II-IV (disnea grave segin la NYHA), aparicion de disfuncion sistélica,
presencia de obstruccién, evaluada por GTSVI>30 mmHG. Por ultimo, presencia de

fibrosis observada por RTG en la CRM.
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3.3.2. ESTUDIO ECOCARDIOGRAFICO: ECOCARDIOGRAFIA DOPPLER

El estudio ecocardiografico se realizé6 con un equipo Sonos 5500 (Phillips,
Eindhoven, Paises Bajos). Los estudios se realizaron en reposo, y las imagenes
fueron almacenadas en soporte informdtico para posteriores revisiones. Se
realizaron mediciones del grosor parietal en el eje corto a nivel de la valvula mitral
y de musculos papilares. Se buscé el mayor grosor de la pared del ventriculo
izquierdo. La fraccién de eyeccion se calculé con el método de Simpson con
promediado en los planos de dos y cuatro camaras. La funcién diastolica se
determin6 mediante Doppler pulsado del flujo de entrada en la valvula mitral, asi
como mediante los picos de velocidad diastdlica del anillo mitral y flujo de venas
pulmonares. Se determiné la presencia de gradiente en TSVI mediante Doppler

color y Doppler continuo, considerando significativo un valor > 30 mmHg.

En el estudio ecocardiografico, se midieron los siguientes parametros: el
tamafio de la cavidad del VI, grosor de la pared del septo interventricular y
posterior, maximo grosor del VI, y la fraccion de eyeccién medidas de acuerdo con
las recomendaciones de la Sociedad Americana de Ecocardiografia [196]. Se
definié como disfuncidn sistolica al valor de la fraccidon de eyeccidn por debajo del
punto de corte del 50%. El volumen auricular izquierdo (VAI) se midi6 a partir del
2 vistas ortogonales. El VAI se ajusté por la superficie corporal indexada. El
gradiente del tracto de salida del VI (GTSVI) se calcul6 a partir de onda Doppler

continua utilizando la ecuacién simplificada de Bernoulli.

3.3.3. ERGOMETRIA O PRUEBA DE ESFUERZO

Se utilizé un ergémetro con tapiz rodante (Marquette Electronics Inc.,
Milwaukee, Estados Unidos). La ergometria limitada por sintomas fue realizada
mediante el protocolo de Bruce y en casos de dificultad para la deambulacion,
mediante el protocolo modificado de Bruce. Asi como, se determiné la presion
arterial por esfingomandmetro, en reposo y cada minuto durante el ejercicio y los

5 min siguientes. Una respuesta presora anormal fue considerada, cuando la
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presion arterial no llegaba a superar en 20 mmHg la presién en reposo o cuando la
presion arterial descendia durante el esfuerzo mas de 20 mmHg respecto al pico
alcanzado. El ejercicio maximo se continu6 hasta el agotamiento del paciente. Se
estim¢6 indirectamente el consumo de oxigeno en equivalentes metabdlicos (MET)

segun las férmulas habituales integradas en el software del equipo.

3.3.4. REGISTRO DE ECG TIPO HOLTER

Un Holter puede valorar arritmias y una posible taquicardia ventricular no
sostenida (TVNS). Por medio de este dispositivo se recoge ininterrumpidamente el
registro eléctrico ambulatorio del corazon durante 24 o 48 horas. Todos los
pacientes fueron sometidos a 24 horas de monitorizacién ambulatoria del ECG en
el desempernio de las actividades diarias normales, con el sistema Holter que graba
en dos canales. Se defini6 la TVNS como una racha de tres o mas latidos
ventriculares consecutivos a una tasa de 120 latidos/min, con una duraciéon <30

segundos.

3.3.5. ESTUDIO DE IMAGEN DE RESONANCIA MAGNETICA CARDIACA.

La resonancia cardiaca magnética (CRM) se realiz6 en un scanner 1,5 T y
software de cardiologia (versiéon 9.1, Intera, Philips Medical Systems, Best,
Holanda). Se utilizaron imagenes paralelas (SENCE). La imagen de Resonancia
Magnética se obtuvo en el eje corto del corazon, eje largo vertical y horizontal. A
los sujetos se les administré un bolo de inyecciéon periférica de gadolinio-DTPA
(0.2 mmol/kg) y diez minutos después de la inyeccidn, se tomaron secuencias
ecograficas de gradiente, con inversion-recuperacion en cortes multiples para
valorar la presencia de fibrosis miocardica. Las imagenes con gadolinio se
adquirieron en la orientacion del eje corto del VI. Las imagenes obtenidas fueron
analizadas por un solo experto en MRI de una manera ciega, sin informacion acerca
de los resultados o la evolucion clinica de los pacientes incluidos. Ademas, se
analizaron los datos utilizando el software validado (Mass Suite 6.1, MEDIS Médico

Imaging Systems, Leiden, Paises Bajos). Se describio la presencia o ausencia de
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fibrosis. Se realizé asimismo la cuantificacion digital del porcentaje de miocardio
que presentaba captacion tardia de gadolinio; para tal fin, las dreas con captacién
positiva quedaron definidas por una intensidad de la sefial dos desviaciones
estdndar por encima del valor promedio de la sefial en una muestra de tejido
miocardico sano distante (Figura 16). Todos los estudios de RTG en los pacientes

se analizaron por un mismo observador experimentado.

¢

*,

Figura 16. Proceso de cuantificacién del tejido afectado por realce tardio con gadolinio. A: antes del
procesado. B: las dreas que presentan una intensidad de sefial dos desviaciones estdndar por encima
de los valores de sefial en una muestra de tejido miocdrdico sano son seleccionadas automdticamente
(indicado en rosa). Adaptado de Romero-Puche A. y cols, Rev Esp Cardiol 2008 [100].

3.3.6. MUESTRAS SANGUINEAS Y ENSAYOS DE LABORATORIO

Se extrajeron muestras de sangre de los pacientes tras 12 h de ayuno, en
reposo, de la vena antecubital. En todos los casos se realizé una analitica de rutina
completa y se obtuvo muestra de plasma citratado y suero tras centrifugacion a
3500 rpm, durante 15 minutos. Las muestras se almacenaron a -80 °C en ambos

hospitales, hasta un andlisis posterior.

En el andlisis de muestras bioldgicas se calcul6 el aclaramiento de creatinina
segun la férmula de aclaramiento de creatinina: ACr (ml/min) = creatinina en orina
(mg/dl) x Volumen de orina (ml) x 1,73 /creatinina en suero (mg/dl) x 1440 x

Superficie corporal.

Se determinaron las concentraciones en plasma y suero de marcadores

relacionados con la fibrosis (péptidos derivados del colageno), dafio endotelial
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(FvW) y el factor de crecimiento de diferenciacién-15 (GDF-15), mediante técnicas
de enzimoinmunoensayo (E.I.LA) de tipo manual. También se midieron los
marcadores de estrés miocardico (NT-proBNP) e inflamacién (proteina C reactiva
ultrasensible (PCR hs)) y TnT cardiaca ultrasensible (TnThs) en analizadores

automatizados Cobas 6000 Roche Diagnostics® (Mannheim, Alemania).

a) Enzimoinmunoensayo tipo ELISA manual para la determinacion de

FvW, PICP e ICTP y GDF-15.

La técnica ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay,
Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas) se basa en la detecciéon de un
antigeno inmovilizado sobre una fase sélida (microplacas) mediante anticuerpos
que directa o indirectamente producen una reaccién y cuyo producto, puede ser
medido espectofotométricamente. Se utilizé el lector de placas de ELISA pQuant
(Bio-tek instruments Inc.) con el programa de interpretacion de datos informatico

KCjunior.
La técnica de ELISA consta de las siguientes fases:

A. Conjugacion del anticuerpo o del antigeno con un enzima (ej: peroxidasa,

fosfatasa alcalina)
B. Uni6n del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos de microplacas.

C. Formacién de una o mas capas de inmunocomplejos: si el antigeno esta
unido a la placa se puede detectar mediante un anticuerpo anti-antigeno marcado
hablariamos de un ELISA directo. Si se emplea un anticuerpo primario anti-
antigeno y uno secundario anti-primario marcado, hablariamos de un ELISA

indirecto.

Sin embargo, cuando tenemos un ELISA tipo 'sandwich’, el ensayo consiste en
una captura de antigeno y posterior deteccion mediante inmunocomplejos. En este
tipo de ELISA se recubren los pocillos con un primer anticuerpo anti-antigeno.
Después de lavar el exceso de dicho anticuerpo se aplica la muestra problema en la
que se encuentra el antigeno, que sera retenido en el pocillo al ser reconocido por
el primer anticuerpo. Tras un segundo lavado que elimina el material no retenido

se aplica una solucidn con un segundo anticuerpo anti-antigeno marcado. Asi pues
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cada molécula de antigeno estara unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y

un segundo anticuerpo, al menos, que lo marca.

D. Revelado de la reaccién enzimatica: después de un lavado para eliminar
todas las moléculas marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos, se anade el
sustrato enzimatico en solucién. Se deja reaccionar y se lee la densidad O6ptica

(D.0.) mediante espectrofotometria.

b) Radioinmunoensayo (RIA) para la determinacion de PIIINP.

Técnica E.L.A. en la que el Ag es marcado con un trazador isotoépico (NAN3 en

este caso) y la deteccion de los inmunocomplejos se hace por contador gamma ().

c) Electroquimioluminiscencia (ECLIA) en autoanalizadores Hitachi/Cobas

Roche Diagnostics® para la determinacion de NT-proBNP, TnT hs y PINP.

ECLIA combina la reacciéon convencional Ag-Ac sobre la superficie de una
microparticula magnética con la reaccidn electroquimica sobre la superficie de un
electrodo para generar luminiscencia. Es un método basado en la interaccion 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 reaccién
ECLIA so6lo se requiere una simple excitacion eléctrica. Las reacciones
quimioluminiscentes que llevan a la emisién de luz a partir del marcador de
rutenio son activadas eléctricamente, por aplicaciéon de un voltaje a la mezcla de
reaccion. El producto final de la reaccion se forma en la misma fase de medida. La
emision de luz se mide con un fotomultiplicador situado por encima de la célula de

excitacion.

d) Inmunoturbidimetria para la determinacién de PCRhs.

Son métodos basados en reacciones inmunologicas y que ademds poseen una
gran similitud técnica con la espectrofotometria de absorcion molecular.

Consisten, en concreto, en la valoracion de la disminucién de la potencia
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radiante, de una emision policromatica, al atravesar una solucién de particulas
(complejos  antigeno-anticuerpo solos o inmunocomplejos unidos a
microparticulas), medida en la misma direccibon en que es emitida. Dicha

disminucién es debida a procesos de absorcion, dispersion y reflexion.

Los biomarcadores estudiados en este proyecto, se determinaron mediante

los siguientes kits comerciales:

-NT-proBNP: test inmunolégico in vitro para la determinacion cuantitativa de
NT-proBNP en suero y plasma humanos. Es un inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLIA) tipo sdndwich, para su uso en los analizadores
automaticos Cobas/Hitachi de Roche Diagnostics®. Las muestras se procesaron en

suero sin dilucién previa.

-PCR ultrasensible (PCRhs): test inmunolégico in vitro para la determinacion
cuantitativa de PCRhs en suero y plasma humanos. Test inmunoturbidimétrico
potenciado por particulas. La PCR humana se aglutina con las particulas de latex
recubiertas con anticuerpos anti-PCR monoclonales. El precipitado se determina
por turbidimetria en los analizadores automaticos Cobas/Hitachi de Roche

Diagnostics®. Las muestras se procesaron en suero sin dilucion previa.

-Troponina T ultrasensible (TnThs): test inmunolégico “in vitro” para la
determinacion cuantitativa de TnT hs en suero y plasma humanos. Es un
inmunoensayo altamente sensible de electroquimioluminiscencia (ECLIA) tipo
sandwich, para su uso en los analizadores automaticos Cobas 6000 de Roche

Diagnostics®. Las muestras se procesaron en suero sin dilucién previa.

Los estudios realizados con el test Elecsys Troponin T hs en 533 voluntarios
sanos, proporcionaron un limite superior de referencia (percentil 99) para la
troponina T de 14 ng/L (pg/mL), mientras que el intervalo de confianza del 95 %
se situo entre 12,7-24,9 ng/L (pg/mL). En el test Elecsys Troponin T hs, la menor

concentracion medida con un CV inferior o equivalente al 10 % (LdC) fue 13 ng/L

(pg/mL) [197].
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-Factor von Willebrand (FvW): el kit Zymutest® Aniara Diagnostica Mason,
Ohio USA, un enzimoinmunoensayo manual para la medida de FvW en plasma
humano que proporciona un método cuantitativo para determinar los niveles de
FvW. Es un enzimoinmunoensayo en placa de microtitulacién que utiliza un
anticuerpo anti-FvW policlonal recubierto sobre la placa, un antisuero anti-FvW de
conejo, un conjugado de fosfatasa alcalina y un sustrato peroxidasa para la
cuantificaciéon de FvW. Las muestras se diluyeron previamente 1/100 con el

diluyente proporcionado.

-PICP: el kit Metra®CICP EIA de QUIDEL (San Diego, USA) proporciona un
método cuantitativo para determinar los niveles de PICP (propéptido C-terminal
del colageno tipo I) en suero. Es un enzimoinmunoensayo tipo sandwich en placa
de microtitulacién 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 cuantificacion del PICP en suero
humano. Las muestras se diluyen previamente en una proporcion 1/12 con

tampon de ensayo.

-PINP: test inmunologico in vitro para la determinacidn cuantitativa total en
suero 'y plasma  humanos. Es un inmunoensayo ECLIA de
electroquimioluminiscencia concebido para su uso en inmunoanalizadores tipo
Cobas de Roche Diagnostics®. Las muestras se procesaron en suero sin dilucién

previa.

-PIINP: el kit Orion Diagnostica® EIA (Espoo, Finland), estd basado en la
técnica de radioinmunoensayo competitivo. Asi una concentracién conocida de
PIIINP y una concentraciéon no conocida de PIIINP en la muestra compiten por un
numero limitado de sitios de unién de alta sensibilidad con el anticuerpo. Un
anticuerpo secundario, dirigido contra el primario que reviste los pocillos, se une
al complejo antigeno-anticuerpo, que permite la separacion conveniente del

antigeno unido y libre. Después de la separacién del antigeno libre, la
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concentracion de PIIINP marcado en tubo de muestra es inversamente
proporcional a la concentracién de PIIINP en la muestra. La cantidad de ICTP fijado
se mide por la incubacién con un sustrato que produce un producto final

coloreado. Las muestras se procesaron en suero sin dilucién previa.

-ICTP: el kit Orion Diagnostica® EIA (Espoo, Finland), esta basado en la
técnica de inmunoensayo competitivo. Una concentraciéon conocida de ICTP
marcado con peroxidasa y una concentracion de ICTP no marcado en la muestra
compiten por un numero limitado de sitios de unién de alta sensibilidad con el
anticuerpo. Un anticuerpo secundario, contrario al primario y fijado a las celdas, se
une al complejo antigeno-anticuerpo. Después del lavado del antigeno libre, la
concentracion de ICTP marcado en las celdas es inversamente proporcional a la
concentracion de ICTP en la muestra. La concentracién de ICTP marcado se mide
por incubacién con un sustrato que produce un producto de coloracién final. Las

muestras se procesaron en suero sin dilucién previa.

-GDF-15: los valores plasmaticos de GDF-15 se midieron mediante un ELISA
comercial (Biovendor®, Modrice, Republica Checa) tipo sandwich. El anticuerpo
anti-humano GDF-15 esta reforzado con biotina y fijado a la placa. Se afiade un
conjugado de estreptovidina-HRP y después de la incubacién el conjugado
remanente reacciona con el sustrato TMB afiadido. Se mide la absorbancia por
espectofotometria a 450 nm. La absorbancia es directamente proporcional a la

concentracion de GDF-15. Las muestras de plasma se diluyeron previamente a 1/5.

En todas las técnicas empleadas también se incluyeron controles internos con

concentraciones conocidas.

Las caracteristicas de los ensayos y los valores de referencia para la poblacion

adulta se muestran en la Tabla 1.
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NT- PCRhs TnThs FyW PICP PINP PITINP ICTP GDF-15
proBNP (mg/dL)  (pg/mL) (Ul/mL (ng/mL) (ng/mL) (ng/L) (ug/L) (pg/mL)
(pg/mL) 0 %)

Muestras validas Suero o Suero o Suero o Plasma Suero Suero o Plasma  Suero o Plasma Suero o Plasmay
Plasma Plasma Plasma (EDTA, (EDTA, heparina (EDTA, plasma suero
(EDTA, (EDTA, (EDTA, citrato) de litio) heparina de (EDTA)
heparina heparinade heparina litio)
de litio) litio) de litio)

Rango de medida 5-35000 0,007-2 3-10000 0-150 0,2-100 5-1200 1-50 1-50 20-4480

2,7 8,4 2,2 5-10 5 3,8 6,5 6,4 8,5

CV interensayo
(%)

Tabla 1. Caracteristicas de los ensayos de los distintos biomarcadores.
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3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Se analizaron las distintas variables de estudio mediante el calculo de
estadisticos descriptivos basicos. Respecto a las variables cualitativas, tanto las
categoricas como las ordinales, fueron descritas sus frecuencias absolutas y
porcentajes de cada una de las categorias.

Las variables cuantitativas continuas, fueron descritas con el valor de media,
mediana, desviacién estandar, error tipico de la media, rango intercuartilico,
maximo y minimo, y frecuencias, con un intervalo de confianza al 95% cuando se
trataba de un parametro cuantitativo.

La distribucién normal de las variables se comprobé mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Las variables de distribucién normal se expresan como
media *+ desviacion estdndar. Las variables que no siguieron una distribucién
normal se expresan como mediana y percentil 25 y 75. Para el andlisis estadistico
de ciertos biomarcadores que no siguieron distribucién normal, se realizé6 una
transformacidn logaritmica neperiana (In), pero para mayor claridad se muestran
sus concentraciones como mediana y percentil 25 y 75. Las variables cualitativas
Se expresan como porcentajes.

En el objetivo niimero 1, las comparaciones entre grupos y control se
analizaron mediante el test de la t de Student para variables continuas con
distribucién normal. Por otro lado, se aplicé el test U de Mann-Whitney para

variables que no siguieron distribucién normal.

En el objetivo 2, las diferencias entre mas de dos grupos (clasificacién en
subgrupos segiun NYHA) se realizaron mediante test de ANOVA o Kruskal-Wallis,

segln indicara la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov.

Para el objetivo 3, tanto para las comparaciones entre dos grupos a estudio
como los niveles de cada biomarcador en funcién de las caracteristicas clinicas y
demograficas se realizaron mediante el test t Student, o mediante el test U-Mann-
Whitney si las variables no seguian una distribucién normal.

Las correlaciones entre variables continuas se realizaron mediante el
coeficiente de correlaciéon de Pearson o Spearman, segun siguieran o no, una

distribucién normal.
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El andlisis de regresion logistica binaria se llevé a cabo también con la
presencia/ausencia de elevaciéon de los niveles de los distintos biomarcadores
como variable dependiente (eligiendo un punto de corte apropiado en el caso de la
TnThs) y diversos factores clinicos y biolégicos como covariables. Se consider6
significativo un valor de p< 0,05. El analisis multivariado de regresién lineal se
realizé para identificar los factores asociados a los niveles de los diferentes
biomarcadores. Las variables con p< 0.15 en el andlisis univariado se incluyeron en

el modelo de regresion multivariado.

Para explorar la relacién entre los distintos biomarcadores estudiados y su
asociaciéon con los factores de riesgo o comorbilidades relacionados con MS en
MCH o peor capacidad funcional, se creé una nueva variable denominada “Factores
de riesgo de muerte subita”. En ella se incluy6 a aquellos pacientes que no
presentaban ningun factor de riesgo asociado a MS (Grupo 1), pacientes con uno o
dos factores de riesgo (Grupo 2) y pacientes que presentaban tres o mas (Grupo 3).
Con esta estrategia se plante6 observar el comportamiento de las concentraciones

de los biomarcadores estudiados en funcion de ésta nueva variable creada.

Segun la nueva variable creada, se evalué el comportamiento de la
concentracion plasmatica de cada biomarcador en cada subgrupo de la variable,
segin presentara factores de riesgo asociados. Se observd su significacion
estadistica total y entre subgrupos. Para ello se aplico el test de ANOVA de
comparacién de mas de dos grupos y la prueba de Tukey de significacién
estadistica a aquellos biomarcadores que siguieron una distribucién normal. Para
el resto de biomarcadores que no siguieron una distribucién normal se aplicé el

test de Kruskal Wallis.

Se realiz6 el andlisis de datos con el paquete estadistico SPSS version 15.0,

(Chicago, Illinois, USA).
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3.5 CONFIDENCIALIDAD DEL ESTUDIO

La inclusién en este estudio no ha supuesto riesgo alguno para los pacientes.
Sé6lo han tenido acceso a los datos clinicos, los facultativos del Servicio de Analisis
Clinicos y Cardiologia y del grupo de investigacion Trombosis arterial y remodelado
vascular, intersticial y miocdrdico que han participado en este ensayo, asegurando

la confidencialidad de los mismos, estableciendo el protocolo pertinente para ello.

3.6 COMITE ETICO Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Todos los pacientes y controles dieron su consentimiento firmado para la
participacién (Ver anexo I). El Comité Etico de Investigacién de los dos centros

autorizo el estudio (Ver anexo II).

3.7 FINANCIACION

Esta investigacién ha contado con el apoyo de un proyecto FIS PS09/00721
financiado por el Instituto de Salud Carlos III, y en parte por fondos FEDER y por

Roche Diagnostics.

Juan Antonio Vilchez Aguilera disfruta de un contrato "Rio Hortega" en
investigacion-formacion financiado por el Instituto de Salud Carlos III, destinado a

profesionales sanitarios que han finalizado la formacion especializada.
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1V. RESULTADOS

Estrategia de andlisis de resultados

El analisis de resultados se plante6 en dos fases diferentes.

En una primera se realiz6 un estudio transversal descriptivo, comparativo, de
las variables del estudio y su distribucién en funcién del grupo de pacientes y el
grupo control participantes en el mismo.

En una segunda fase, se establecié una estrategia con finalidad analitica, con
el objetivo de determinar, con técnicas estadisticas multivariantes adecuadas, qué
factores de riesgo se asocian en ambos grupos y cuales se asocian a las diferentes
variables clinicas evaluadas, identificando la magnitud de asociacion y las
diferencias que existen entre los grupos, en funcién de los valores que presentan

las variables.

Para llevar a cabo un adecuado analisis estadistico de la poblacién de estudio,
se aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov, siendo unicamente dos las variables
que seguian una distribucién normal: FvW y PICP (Tabla 2). Para el estudio de
dichos biomarcadores se aplicaron test paramétricos, mientras que al resto de

biomarcadores se optd por seguir tests no parametricos.
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Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

N 102 124 95 95 95 95 95 95 95 95
Sig. asintot. 0,003 0,126 0,029 <0,001 <0001 0,102 0,015 0,043 <0,001 0,004
(bilateral)

Tabla 2. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov de los marcadores bioquimicos.



4.1 ESTUDIO DESCRIPTIVO

4.1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA POBLACION DE ESTUDIO Y
GRUPO CONTROL:

Las caracteristicas clinicas de los pacientes y controles del estudio se
resumen en la Tabla 3. Se incluyeron 124 pacientes estables con MCH que asisten a
consulta monografica de dicha enfermedad para el seguimiento de rutina, en dos
hospitales espafioles (Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia y el
Hospital General Universitario de Alicante). Los pacientes con MCH se compararon
con 78 sujetos control de similar edad y sexo.

De los pacientes seleccionados, 91 (73%) eran varones con una edad de 47,7
+ 14,2 afios. Sesenta y ocho pacientes (54,8%) presentaron deterioro de su clase
funcional (NYHA=II), y seis pacientes presentaban disfuncion sistdlica (6,3%).
Cincuenta y siete (46%) presentaron angina de pecho y ochenta y cuatro pacientes

(67%) mostraron realce tardio con Gadolinio (RTG) evaluado por CRM.
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Variables clinicas Pacientes Controles sanos Valor de p
(n: 124) (n: 78)

Sexo masculino 91 (73%) 32 (68,9) 0,387
Edad (afios) 47,7 + 14,2 47,8+99 0,771
NYHA I 56 (45,1%)

NYHA II 48 (38,7%)

NYHA III 20 (16,1%)

Hipertension 36 (37,8%) 8(17,8) 0,266

Antecedentes familiares de muerte subita

Angina

Sincope recurrente

Fibrilacién auricular (FA)

DATOS DEL ECOCARDIOGRAMA DOPPLER
Diametro de la auricula izquierda (mm)
VAI (mm?/m? superficie corporal)
Maximo grosor de pared del VI(230 mm)

Maximo grosor de pared del VI (mm)
DTDVI (mm)
DTSVI (mm)

Disfuncion sistoélica ventricular

FEVI %
Cociente E/A (llenado mitral)
GTSVI > 30 mmHg

DATOS DE LA ERGOMETRIA
Respuesta tensional anormal
METs

TVNS en HOLTER-ECG

RTG

23 (24,2%)
57 (46%)
22 (23,1%)
22 (23,1%)

43568
35,8+ 15,8
5 (5,3%)
20,5 +5,1
43,8+6,8
24,9 £ 6,5
6 (6,3%)

67,3+10,5
1,30 (0,86-1,57)
43 (45,2%)

30 (35,3%)
9,4 +3,3
27 (28,4%)
69 (72,6%)

Tabla 3. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio con MCH y sujetos control. Los datos
expresan n (%), media * desviacién estdndar o mediana (rango intercuartilico).

NYHA: Clase funcional segtin la New York Heart Association.

FA: Hace refencia a pacientes con fibrilacion auricular crénica o con algun episodio previo de

fibrilacién auricular, independientemente del ritmo actual.

Cociente E/A: relacién de las ondas tempranas y tardias de Doppler espectral de llenado ventricular.

GTSVI: Gradiente del tracto sistélico de salida del VI.

METs: Capacidad funcional expresada en equivalentes metabdlicos.

FEVI: Fraccién de eyeccién del VI.

98



IV. Resultados

DTDVI: Diametro telediastdlico del ventriculo izquierdo.
DTSVI: Diametro telesistdlico del ventriculo izquierdo.
RTG: Realce tardio con gadolinio.

TVNS: Taquicardia ventricular no sostenida.

VAI: Volumen auricular indexado por superficie corporal.

4.1.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA POBLACION DE ESTUDIO
CLASIFICADA SEGUN LA ESCALA NYHA

Debido al marcado interés de estudiar la relacion existente entre pacientes
con MCH y la severidad de la propia enfermedad en nuestra poblacién, decidimos
evaluar los diferentes aspectos clinicos de la cohorte de estudio, subclasificando en
tres subgrupos segun la clase funcional (NYHA). Esta clasificacion permite
identificar una relaciéon entre las diferentes variables clinicas observadas y la
gravedad de la enfermedad, asociada a peor estado de capacidad funcional segin

los tres grupos de la NYHA (Tabla 4).

Encontramos diferencias significativas en los grupos funcionales con respecto
a las caracteristicas basales, como la edad, el sexo masculino, historia de sincope
previo (p<0,001, p=0,002 y p=0,034, respectivamente), peor capacidad de
respuesta al ejercicio (p<0.001), obstruccion (p<0,001), grosor maximo del VI (p=
0,002) y como era de esperar la presencia de disnea (p<0,001). Marcadores de la
disfuncién diastolica como el VAI o el diametro de la Al se mostraron asociados al
estado funcional (p<0,001 y p=0,001, respectivamente). Ademas observamos un
progresivo deterioro de la funciéon renal a través de una disminucién del
aclaramiento de creatinina (ml/min) a medida que encontrdbamos una peor

capacidad funcional (p=0,007).
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NYHA I NYHA II NYHA I Valor de p

Variables clinicas
Edad 40,1 + 14,6 53,1+ 14,7 56,1 +12,1 <0,001
Sexo masculino 86,5% 68,3% 48,1% 0,002
HTA 23,1% 36,8% 41,7% 0,101
MS familiar 19,6% 22,6% 20,8% 0,950
Historia de sincope 5,9% 25,4% 36,1% 0,034
Disnea 5,1% 100% 100% <0,001
Historia de FA 12,6% 23,7% 29,9% 0,095
DATOS DEL ECOCARDIOGRAMA DOPPLER
Didmetro AI (mm) 40,2+7,1 442 + 6,7 455+52 0,001
VAI (mm3/m?* 48,9 (40,3-60,5) 67,9(55,1-83,7) 48,8 (37,9-54,3) <0,001
superficie corporal)
MGVI 2 30mm 9,8% 5,1% 0% 0,002
MGVI (mm) 17,0 (17,1-21,3)  20,5(19,9-23,5) 23,0 (20,1-25,4) 0,219
DTDVI (mm) 44,8 +5,7 43,6 + 6,1 42,3+9.3 0,250
DTSVI (mm) 25,3+5,2 24,7 + 6,3 23,3+9,7 0,530
Disfuncion sistdlica 9,8% 3,3% 4,0% 0,322
FEVI % 66,2 +9,6 66,4+ 11,2 71,9 + 13,4 0,184
Cociente E/A 1,3+0,5 1,2+0,7 1,8+1,3 0,460
Gradiente TSVI >30 15,7% 38,3% 72,1% <0,001
mm Hg
DATOS DE LA ERGOMETRIA
Respuesta 33,3% 42,6% 52,2% 0,315
tensional anormal
METs 11,5+ 3,1 85+27 6,7 +2,3 <0,001
TVNS 20,8% 31,7% 37,5% 0,274
RTG 62,7% 71,9% 85,1% 0,150
Aclaramiento de 133,1 +45,8 129,5+ 47,8 84,9 + 33,3 0,007

creatinina ml/min

Tabla 4. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio con MCH, clasificando dicha poblacién
segun los tres grupos de la NYHA. Los datos expresan n (%), media #+ desviacién estdndar o mediana
(rango intercuartilico). Comparacién mediante test de ANOVA o Kruskal-Wallis.
Ver abreviaturas en la tabla 3.
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4.2 EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES DE BIOMARCADORES EN MCH

4.2.1 OBJETIVO 1: ESTUDIO DE CONCENTRACIONES DE LOS
BIOMARCADORES ENTRE PACIENTES Y GRUPO CONTROL

La comparaciéon de las concentraciones de los diferentes marcadores
asociados a estrés parietal, inflamacién, dafio miocardico o disfunciéon endotelial
estudiados entre la cohorte con MCH y el grupo control arroj6é los siguientes
resultados: se observaron diferencias significativas entre las concentraciones de
NT-proBNP, FvW y TnThs (p<0,001 en todos ellos). Mientras que no se
encontraron diferencias entre los valores de PCRhs y GDF-15 (p=0,211y p=0,101

respectivamente) (Tabla 5).

Pacientes Controles Valor de p

(n:124) (n: 78)
NT-pro BNP 228,0 (117,0-500,0) 27,8 (12,7-76,4) <0,001
(pg/mi)
PCR ultrasensible 0,150 (0,080-0,240) 0,100 (0,007-0,230) 0,211
(mg/dl)
Factor Von 139,6 + 64,8 105,0 + 51,0 <0,001
Willebrand *
(Ul/mL 6 %)
Troponina T 12 (7-18) 3(3-4) <0,001
ultrasensible (n: 45)
(pg/ml)
GDF-15 2642 (2130-3471) 3043 (2314-4604) 0,101
(pg/ml) (n: 102)

Tabla 5. Relacion de concentraciones de biomarcadores estudiados entre grupo de pacientes y grupo
control y su correspondiente significacion estadistica (p). Test de comparacién de medias T de Student
para FvWy test de U de Mann-Whitney para el resto.

Por otro lado, la comparacién de medias del grupo de péptidos relacionados
con el remodelado cardiaco se muestra en la Tabla 6. De las concentraciones de los
diferentes péptidos del colageno tipo [ y III entre los sujetos de estudio y sujetos

control, podemos observar como el PINP, no presenta significacién estadistica. De
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igual modo PICP y PIIINP, ain mostrando concentraciones de cierta tendencia a
ser mayores en los pacientes, no presentan significacion estadistica que demuestre
una formaciéon aumentada de estos péptidos del colageno tipo I o Il en nuestra

poblacion.

En cuanto al ICTP como marcador de degradacion de colageno tipo I, si se
observé significaciéon estadistica (p=0,041). Se encontré una concentracién
aumentada en los pacientes de 2,35 (1,15-3,94) pg/L frente a 1,78 (1,27-2,78)
ug/L, en los controles. De igual modo en la ratio resultante entre PICP e ICTP
también se observaron diferencias significativas (p=0,026), 48,02 (31,0-96,3)
ng/ml, frente a 46,8 (32,2-70,0) ng/ml.

Pacientes Controles Valor de p
(n=95) (n=78)
PICP* 124,5 + 55,3 110,2 + 43,2 0,145
(ng/ml)
PINP 27,30 33,20 0,937
(ng/ml) (24,40-38,60) (26,50-39,60)
ICTP 2,35 1,78 0,041
PIIINP 3,67 3,41 0,129
Ratio 48,0 46,8 0,026
PICP/ICTP (31,0-96,3) (32,2-70,0)

Tabla 6. Relacién de concentraciones de los diferentes péptidos entre grupo de pacientes y grupo
control y su correspondiente significacion estadistica (p). Para el andlisis de PINP, PIIINP y ratio
PICP/ICTP que no siguen distribucién normal, se realizé una transformacién logaritmica neperiana.
Test de comparacion de medias T de Student para PICP y test de U de Mann-Whitney para el resto.
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4.2.2 OBJETIVO 2: ESTUDIO DE CONCENTRACIONES DE LOS
BIOMARCADORES ENTRE PACIENTES DEL ESTUDIO CLASIFICADOS SEGUN LA
ESCALA NYHA

De igual modo, debido al interés del estudio de biomarcadores en relacion
con la severidad visto en otras enfermedades cardiovasculares, se decidi6 explorar
también la asociacién del grupo de biomarcadores evaluados en la cohorte de
estudio, en funcién de la capacidad funcional. Se compararon por tanto, las
concentraciones en los tres subgrupos clasificados segtn la clase funcional (NYHA)
con el fin de identificar una relacién entre estos datos y una posible gravedad de la
enfermedad, asociada a peor estado de capacidad funcional segin la NYHA (Tabla

7).

Se encontraron diferencias significativas en el aumento de los valores de
algunos biomarcadores estudiados en funcion del subgrupo de peor capacidad
funcional. Asi, se aprecié como los valores de NT-proBNP se comportan de
diferente forma en los tres grupos de NYHA (p=0,005) y las concentraciones de
GDF-15 aumentaban a peor estado de capacidad funcional (p=0,006), ambos
marcadores asociados previamente a severidad de otras enfermedades
cardiovasculares. De igual modo, las concentracones de TnThs y PCRhs mostraron
diferencia estadisticamente significativa (p=0,042 y p=0,045 respectivamente)

(Tabla 7).

103



Papel de los biomarcadores en la miocardiopatia hipertréfica

BIOMARCADORES NYHA I NYHA II NYHA III Valor de p
SEGUN ESCALA
NYHA
NT-proBNp 238 199 533 0,005
(pg/ml) (77-529) (133-378) (196-744)
PCRhs (mg/dl) 0,125 0,180 0,150 0,045
(0,007-0,230)  (0,110-0,295) (0,100-0,600)
FyW (UI/ml) 131,4+ 61,6 132,5 + 60,1 168,3 + 65,8 0,062
TnThs (pg/ml) 10 (5-16) 12 (7-17) 19 (11-29) 0,042
GDF-15 (pg/ml) 2878 3275 4159 0,006
(2290-3927) (2756-3203) (3634-7242)
PICP 130,2 * 69,2 114,2 + 35,6 129,4 + 47,6 0,308
(ng/ml)
PINP 26,8 30,8 26,5 0,731
(ng/ml) (23,5-39,67) (24,9-42,1) (23,7-40,7)
ICTP 2,4 (1,1-4,1) 2,1(1,1-3,8) 2,1(1,3-3,6) 0,795
(ng/L)
PIIINP 3,6 (2,7-4,5) 3,7 (2,8-4,5) 3,8 (3,4-6,1) 0,315
(ng/L)
Ratio PICP/ICTP 47,7 45,3 50,6 0,617
(30,1-89,5) (25,9-109,3) (43,4-88,7)

Tabla 7. Caracteristicas de los biomarcadores en la poblacién de estudio con MCH, clasificando dicha
poblacién segtin los tres grupos de la NYHA. Los datos expresan n (%), media # desviacién estdndar o
mediana (rango intercuartilico. Comparacion mediante test de ANOVA o Kruskal-Wallis..
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4.3 OBJETIVO 3: EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES DE
BIOMARCADORES EN MCH Y SU ASOCIACION A VARIABLES CLINICAS

4.3.1 ESTUDIO DE BIOMARCADORES DE ESTRES PARIETAL: PEPTIDOS
NATRIURETICOS (NT-proBNP)

Los pacientes con MCH mostraron niveles altos de NT-proBNP (pg/ml) en

comparacion con los controles sanos (228 (117-500) vs 27 (12-76), p<0,001).

Las caracteristicas clinicas y su asociacion con los niveles de NT-proBNP en
pacientes con MCH se resumen en la Tabla 8, en la que se muestra como se
encuentran asociados los niveles séricos del biomarcador con las diferentes
variables clinicas estudiadas en nuestra poblacién de pacientes y que suponen una

severidad de la propia MCH.

Se encontré aumento de la concentracién de NT-proBNP (pg/ml) en
pacientes con MCH y que presentaban historia de MS familiar (294 (137-524) vs
100 (18-235) pg/ml, p<0,001), en pacientes con presencia de fibrosis marcada
mediante RTG (272 (153-523) vs 117 (33-398) pg/ml, p=0,003) y en aquellos
pacientes que presentan una clase funcional con Disnea severa: NYHA=III, (498

(218-752) vs 106 (19-276) pg/ml, p<0,001. (Figuras 17 A-C)

105



Papel de los biomarcadores en la miocardiopatia hipertréfica

NT-proBNP

(pg/ml)
n=95

Género Masculino 229 (114-481) 227 (137-607) 0,442

Disnea severa 2111 498 (218-752) 106 (19-276) <0,001

MS familiar 294 (137-524) 100 (18-235) <0,001

Historia de FA 310 (167-503) 221 (116-505) 0,481

GTSVI > 30mm Hg 224 (105-513) 227 (139-502) 0,644

Respuesta 333 (132-562) 227 (134-471) 0,301
tensional anormal

RTG 272 (153-523) 117 (337-398) 0,003

Tabla 8. Diferencias en los valores de NT-proBNP asociados a las variables clinicas.
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0,04

RTG

Figura 17A) Concentracion de NT-proBNP en pacientes con MCH que presentan fibrosis miocdrdica
evaluada por RTG, frente a pacientes con MCH que no la presentan (p=0,003).
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Figura 17B) Concentracion de NT-proBNP en pacientes con MCH que presentan peor clase funcional
(Disnea IlI-1V) (1), frente a pacientes con MCH que no la presentan (0) (p<0,001).
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Figura 17C) Concentracién de NT-proBNP en pacientes con MCH que presentan historia de muerte
subita familiar (1), frente a pacientes con MCH que no la presentan (0), (p<0,001).
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Se evalud la concentraciéon sérica del NT-proBNP en MCH y las posibles
correlaciones con datos ecocardiograficos y variables clinicas. Para ello mediante
correlaciones bivariadas aplicando el método de Spearman, se obervo si las
concentraciones séricas de dicho biomarcador correlacionaban con alguna de las
variables clinicas y datos ecocardiograficos obtenidos del ecocardiograma Doppler,
el Holter-ECG para la TVNS, el porcentaje de fibrosis por RTG y la ergometria
evaluada por los METs. (Tabla 9).

No se encontro asociacién significativa del NT-proBNP con la obstruccion del
tracto sistodlico de salida del VI. Tampoco se encontr6 correlacién con el DTDVI, la
FEVI o signos de disfuncidn sistélica (Figuras 18 A-B). Si mostraron correlaciones
significativas, el porcentaje de fibrosis evaluado por RTG (r: 0,263, p=0,018) y el

valor del volumen auricular indexado (r: 0,336, p=0,008).

NT-proBNP Valorder Valor de p
Edad 0,10 0,296
Didmetro Auricula 0,15 0,147
Izquierda

VAI 0,33 0,008
DTDVI 0,08 0,417
Madximo grosor de pared 0,19 0,061
del VI

FEVI 0,04 0,651
GTSVI 0,04 0,652
Cociente E/A 0,13 0,173
METs 0,18 0,090
% de fibrosis (RTG) 0,26 0,018
Aclaramiento de -0,13 0,272
creatinina( ml/min)

Tabla 9. Correlaciones bivariadas de la NT-proBNP (Correlaciones de Spearman).
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Figura 18 A-B) Grdficos de dispersion que muestran la distribucion del NT-proBNP correlacionando
significativamente con variables clinicas evaluadas: fibrosis evaluada mediante RTG y el VAL

Analizando los datos de las concentraciones de NT-proBNP (pg/ml) segin la
capacidad funcional, se pudo ver como existia diferencia estadisticamente
significativa entre los tres grupos de la NYHA asociados a peor capacidad
funcional. Las medianas y percentil 25y 75 fueron de: 238 (77-529) pg/ml para
grupo NYHA I (1), 199 (133-378) pg/ml para NYHA II (2) y 533 (196-744) pg/ml
para NYHA III (3) con un valor de p=0,005. (Figura 19).
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Figura 19. Comparacion de los valores de NT-proBNP en funcidn de tres subgrupos de los pacientes
con MCH clasificados segun la escala NYHA. Comparacion mediante test de Kruskal-Wallis (p=0,005).

Para el andlisis de regresion lineal multivariado, se observaron diferencias
estadisticamente siginifactivas con respecto a valores de NT-proBNP (r’= 0,06;
p=0,032), sélo un 6% de la variabilidad del biomarcador se explica con el modelo.
Asi, solo se observé como variable predictora independiente, la presencia de
fibrosis (B= 0,28; p=0,032) y con respecto a la disnea severazIll (f= 1,01;

p=0,067), se observo una clara tendencia.

4.3.2 ESTUDIO DE BIOMARCADORES DE INFLAMACION: PCRhs

La evaluacion de la concentracion de PCRhs como marcador de inflamacion
en los pacientes con MCH no mostré diferencias significativas en su comparacién
entre pacientes y controles sanos. La PCRhs, en un rango de medicion hasta 0.015
mg/dl, no evidenci6 asociacidon con las principales variables estudiadas en MCH

(Tabla 10).
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PCRhs (mg/dl)
(n=95)

Condicion Si No Valor de p
Género Masculino 0,14 (0,08-0,24) 0,15 (0,08-0,28) 0,442
Disnea 2II 0,15 (0,10-0,30) 0,13 (0,07-0,23) 0,097
Disnea severa 2111 0,12 (0,08-0,30) 0,15 (0,08-0,24) 0,639
HTA 0,18 (0,10-0,32) 0,11 (0,07-0,21) 0,002
Historia de 0,13 (0,11-0,31) 0,15 (0,08-0,24) 0,661
sincope
recurrente
MS familiar 0,23 (0,16-0,31) 0,13 (0,07-0,24) 0,956
Historial de FA 0,23 (0,16-0,31) 0,13 (0,07-0,24) 0,005
Madximo grosor de 0,07 (0,03-0,23) 0,15 (0,08-0,25) 0,125
pared del VI(230
mm)
GTSVI > 30mm Hg 0,15 (0,10-0,31) 0,15 (0,07-0,21 0,088
Disfuncion 0,24 (0,05-0,89) 0,14 (0,08-0,24) 0,472
sistolica
Respuesta 0,14 (0,09-0,24) 0,15 (0,07-0,28) 0,985
tensional anormal
TVNS 0,16 (0,09-0,30) 0,14 (0,08-0,24) 0,380
RTG 0,15 (0,08-0,24) 0,13 (0,08-0,27) 0,732
Grupo sanguineo 0,15 (0,10-0,24) 0,15 (0,10-0,30) 0,680
0 (si) 6 AB (no)

Tabla 10. Diferencias en los valores de PCRhs asociados a las variables clinicas.

Si se observé un aumento significativo de la concentraciéon de PCRhs (mg/dl)

en pacientes con MCH y que presentaban hipertension arterial (0,18 (0,10-0,32)

vs 0,11 (0,07-0,21) mg/dl, p=0,002), y en pacientes con historial de episodios de
FA (0,23 (0,16-0,31) vs 0,13 (0,07-0,24) mg/dl, p=0,005 (Figuras 20 A-B).
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Figura 20A) Concentracién de PCRhs en pacientes con MCH que presentan asociada HTA (1), frente a
pacientes con MCH que no la presentan (0), (p=0,002).
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Figura 20B) Concentracion de PCRhs en pacientes con MCH que presentan historial de fibrilacion
auricular, frente a pacientes con MCH que no la presentan, (p=0,005).

Mediante correlaciones bivariadas, se traté de comprobar si la concentracién
sérica de PCRhs correlacionaba con algunas de las variables clinicas y datos
ecocardiograficos obtenidos del estudio Doppler, el Holter-ECG para la TVNS, el
porcentaje de fibrosis por RTG y los METSs realizados en la ergometria (Tabla 11).

S6lo se encontrd correlacion significativa con los datos de la ergometria
(r: -0,382, p<0,001) y el Diametro de la auricula izquierda (r: 0,233, p=0,026)
(Figura 21 A-B). No se encontré asociaciones de los péptidos con una obstruccion

del tracto sistélico de salida del VI. Tampoco se observé correlaciéon con el DTDVI,
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la FEVI o el porcentaje de fibrosis evaluado por RTG. Tampoco aparecen
correlaciones con el valor del volumen auricular indexado o que muestra signos de

disfuncidn sistoélica.

PCRhs Valor der Valor dep
Diametro Auricula 0,23 0,026
Izquierda

DTDVI

-0,10

0,303

FEVI

0,01

0,948

METs

NT-proBNP

-0,38

-0,16

<0,001

0,072

Tabla 11. Correlaciones bivariadas de la NT-proBNP (Correlaciones de Spearman).

2,00

1,50

1,00

PCRhs (mg/dl)

0,50

0,00

o8

p=0,026

ooo 02
°O °

8%8g.8

o
o
o
o
g o
00 oS
o
oo
8 oo o2
o® O
g e'oooo 008
o (SR

a0

T T
50 60

Diametro auricula izquierda

11

w



Papel de los biomarcadores en la miocardiopatia hipertréfica

2,00 p< 0,001
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1,00
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0,00

Figura 21A-B). Grdficos de dispersion que muestra la distribucién de la PCRhs correlacionando
significativamente con variables clinicas evaluadas.

Analizando los datos de las concentraciones de PCRhs (mg/dl) segin la
capacidad funcional, se observd como existe diferencia estadisticamente
significativa entre los tres grupos de la NYHA asociados a peor capacidad
funcional. Las medianas y precentil 25y 75 fueron de: 0,125 (0,007-0,230) mg/dl
para grupo NYHA I (1), 0,180 (0,110-0,295) mg/dl para NYHA II (2) y 0,150
(0,100-0,600) mg/dl para NYHA III (3), con un valor de p=0,045. (Figura 22).
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Figura 22. Comparacién de los valores de PCRhs en funcién de tres subgrupos de los pacientes con
MCH clasificados segtin la escala NYHA. Comparacion mediante test de Kruskal-Wallis (p=0,045).
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4.3.3 BIOMARCADORES DE DANO ENDOTELIAL: FvyW

Los pacientes con MCH mostraron niveles altos de FvW en comparaciéon con
los controles sanos (139,6+64,8 Ul/mL vs 105,0+51,0 Ul/mL, p<0,001) (Tabla 5).
En el conjunto de la poblacién del estudio (controles y pacientes con MCH), hubo
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de FvW entre el grupo
ABO 0 y grupo no 0 (116,2+58,6 Ul/mL vs 137,3+58,4, p=0,022) pero tras ajustar
por el grupo ABO la distribucién entre controles y pacientes con MCH se mantuvo

similar (p=0,411).

Las caracteristicas clinicas y su asociacién con los niveles de FvW en
pacientes con MCH se resumen en la Tabla 12. No se encontraron diferencias
significativas entre las concentraciones de FvW (Ul/ml) en funcién de la severidad
de los tres grupos de la NYHA: NYHA I (131,4+61,6) Ul/ml, NYHA II (132,5+£60,1)
Ul/ml y NYHA III (168,3+65,8) Ul/ml, p=0,062 (Tabla 7). Si en cambio, se
encontré un aumento de la concentracién del FvW en pacientes con MCH y que
presentaban clase funcional severa Grado III/IV frente al resto: (168,4+65,9 Ul/ml
vs 132,4+60,7 Ul/ml, p=0,020), FA (175,8+69,4 Ul/ml vs 133,0+59,0 Ul/ml,
p=0,005), hipertension (161,4+60,8 Ul/ml vs 128,9+60,5 Ul/ml, p=0,010),
obstruccion significativa del VI (153,9+67,9 Ul/mL vs 128,2+57,4 Ul/ml, p=0,046),
el grupo sanguineo diferente al 0 (152,9+61,7 Ul/ml vs 126,2+64 Ul/ml, p=0,035)
y taquicardia ventricular no sostenida (159,3+59,1 Ul/mL vs 133,0£63,0 Ul/ml,
p=0,049) (Figuras 23 A-E). No se observaron diferencias significativas entre los
pacientes que sufrieron casos de angina de pecho o sin ella (143,5+64,2 Ul/ml vs
134,3+63,5 Ul/ml, p=0,466). La fibrilacién auricular no parece ser la Unica variable
responsable de las diferencias entre los pacientes con MCH y controles sanos,
porque cuando se compararon los pacientes con MCH en ritmo sinusal con los
controles sanos, las diferencias entre los niveles plasmaticos de FvW son adn
significativas (133,0¢59,0 Ul/ml vs 105,1+51,2, p=0,005) (Figura 24). Estas
diferencias no existen entre los pacientes con MCH en ritmo sinusal y los controles

(133,0+59,0 Ul/ml vs 121,5+36,6, p=0,270).
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FvW Ul/ml
n= 124

Género masculino 141,9 + 60,5 132,2+70,3 0,467

HTA 161,4 £ 60,8 128,9 + 60,5 0,010

Historia de sincope 139,5 + 56,6 139,1 £ 63,4 0,979

Madximo grosor de 105,1+42,6 141,9 + 64,0 0,169
pared del VI(230
mm

Disfuncién sistolica 144,6 + 78,4 139,6 + 62,8 0,841

TVNS en Holter 159,3+59,1 133,0 £ 63,0 0,049

Grupo sanguineo O 126,2 + 64,0 1529 £ 61,7 0,035
(si) 6 AB (no)

Tabla 12. Diferencias en los valores de FvW asociados a las variables clinicas.
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Figura 23 A) Concentracion de FvW en pacientes con MCH que presentan asociada peor clase
funcional (Disnea 11I-1V) (1), frente a pacientes con MCH que no la presentan (0) (p=0,020).
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Figura 23 B) Concentracién de FvW en pacientes con MCH que presentan antecedentes de fibrilacién

auricular, frente a pacientes con MCH que no la presentan, (p=0,005).
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Figura 23 C) Concentracion de FvW en pacientes con MCH que presentan obstruccion en el tracto
sistélico de salida del VI > 30 mm Hg (GTSVI), frente a pacientes con MCH que no la presentan,

(p=0,046).
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Figura 23 D) Concentracion de FvW en pacientes con MCH que presentan HTA (1), frente a pacientes
con MCH que no la presentan (0), (p=0,010).
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Figura 23 E) Concentracién de FvW en pacientes con MCH que presentan TVNS evaluada en el Holter,
frente a pacientes con MCH que no la presentan, (p=0,049).
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Figura 24. Comparacion de la concentracion de FvW con dos subgrupos de pacientes con MCH
diferentes segtin presencia de FA y los controles.

Las altas concentraciones plasmaticas de FvW presentaron correlacion
significativa con la edad (r: 0,26, p=0,006) y con el GTSVI (r: 0,22, p=0,021) (Tabla
13) (Figuras 25 A-B).

Valorder Valor de p

Edad 0,26 0,006
Didmetro Auricula 0,01 0,943
Izquierda

VAI 0,01 0,968
DTDVI 0,11 0,267
DTSVI 0,03 0,730
Madximo grosor de pared -0,03 0,761
del VI

FEVI 0,55 0,570
GTSVI 0,22 0,021
Cociente E/A 0,05 0,618
METs -0,11 0,280
% de fibrosis (RTG) -0,01 0,976
NTproBNP 0,02 0,700
Aclaramiento de 0,21 0,059

creatinina (ml/min)

Tabla 13. Correlaciones bivariadas del FvW (Correlaciones de Pearson).
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Figura 25 A-B) Grdficos de dispersién que muestra la distribucién del FvW correlacionando
significativamente con variables clinicas evaluadas.

En el andlisis de regresién lineal multivariado, ajustando por edad, clase
funcional severa, hipertension arterial, fibrilacién auricular, obstruccién, grupo
sanguineo ABO y taquicardia ventricular no sostenida, la concentraciéon de FvW se
asocio con el modelo propuesto (r2: 0,18, p=0,001). Fibrilacién auricular (p=0,001),
grupo sanguineo ABO (p=0,018) y TVNS (p=0,041) fueron las tres variables que
mantuvieron una asociacion significativa con la concentracién de este

biomarcador.
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4.3.4 ESTUDIO DE BIOMARCADORES DE NECROSIS EN MIOCITOS: TnThs

El estudio de los valores séricos de TnThs en asociacidon con las variables
clinicas demostr6 que estas concentraciones de TnThs (pg/ml) fueron superiores
en pacientes con MCH que en controles sanos: 12 (7-18) vs 3 (3-4) pg/ml, p<0,001.
Se encontré un aumento de las concentraciones de TnThs (por encima del punto
de corte elegido de 14 pg/ml) en 40 pacientes (42,1%) y en s6lo dos sujetos
control (4,4%; p<0,001). Los valores séricos de TnThs de seis pacientes se
mantuvieron por debajo del limite inferior de detecciéon del ensayo (3 pg/ml),
mientras que sélo 13 sujetos control mostraron valores de TnThs por encima del

limite de deteccidn.

Se observo que las concentraciones de TnThs (pg/ml) se incrementaron en
pacientes con disnea clasificandolos segun los grupos de NYHA: 10 (5-16) pg/ml
para NYHA I, 12 (7-17) pg/ml para NYHA I y 19 (11-29) pg/ml para NYHA II],
p=0,042 (Tabla 7) (Figura 26). Asi, el 68,8% de los pacientes con clase funcional
NYHA=III mostraron niveles elevados de TnThs frente a los pacientes con clase
funcional NYHA<III, donde sélo el 37,2% mostraron niveles altos de TnThs
(p=0,020; Tabla 14). Destaca el valor de las concentraciones en aquellos pacientes
que presentan deterioro de la clase funcional (NYHA=III) de 14 (9-26) pg/ml,
frente a 10 (5-17) pg/ml en el resto (p=0,048). La figura 27 muestra mayores
concentraciones en suero de TnThs en pacientes con disnea severa (clase funcional
NYHAZ=III) que en pacientes sin disnea grave (clase funcional NYHA < 3; p=0,004).
Ademas se asociaron los valores de TnThs con la obstruccion de la salida del VI
(p=0,013), disfuncion sistélica (p=0,037), y con una respuesta anormal de la
presion arterial (p=0,036; Tabla 14). No encontramos asociacion entre los valores

de TNThsy el Grupo sanguineo 0 6 AB: 11 (6-18) vs 13 (8-21) (pg/ml), p=0,409.
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TnThs =14
ml) (n=95

Género Masculino 40,3 47,8 0,523

Disnea 211 50,0 32,5 0,090

Historia de 43,8 42,3 0,915
sincope
recurrente

MS familiar 30,4 47,1 0,160

GTSVI > 30mm Hg 57,9 32,1 0,013

Disfuncion 83,3 39,8 0,037
sistdlica

TVNS 51,9 39,1 0,260

HTA: Hipertensién arterial sistémica

Tabla 14. Elevacion de TnThs en suero en relacién a las comorbilidades asociadas a MCH en

nuestra poblacién de pacientes.
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Figura 26. Comparacion de los valores de TnThs en funcidn de tres subgrupos de los pacientes con
MCH clasificados segtin la escala NYHA. Comparacién mediante test de Kruskal-Wallis (p=0,042).

TnThs
(pg/ml) i

T T
DISNEA NO SEVERA DISNEA SEVERA

Figura 27. Concentraciones de TnThs en pacientes con MCH y clase funcional severa NYHA>III, frente
al resto, (p=0,004).

El estudio mediante correlaciones bivariadas de los valores séricos de TnThs
en relacién a los datos ecocardiograficos evidencié que la TnThs no correlaciond ni
con el didmetro telediastdlico del VI, didmetro sistdlico final del VI ni con la
fraccion de eyeccion del VI (Tabla 15). Por otro lado, si encontramos correlaciones
positivas y significativas para las siguientes variables: maximo espesor de pared
del VI (r=0,47; p<0,001), diametro de la auricula izquierda indexada (r=0,36;
p<0,001) y el GTSVI (r=0,28; p=0,008). A pesar de encontrar mayores niveles de
NT-proBNP en los pacientes (228 [117-500] pg/ml) que en los sujetos control
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(27,85 [12,70-76,40] pg/ml); p<0,001), no hubo asociacion significativa entre los
niveles TnThs y NT-proBNP (r=0,16, p=0,132). La PCRhs tampoco demostr6 una

correlacion significativa con la TnThs (r=0,01; p=0,99).

TnThs Valor der Valor de p
Edad 0,098 0,343
Diametro AI (mm) 0,362 <0,001
Volumen indexado Al (VAI) 0,248 0,052
Madximo grosor de pared 0,465 <0,001
del VI

DTDVI 0,100 0,339

DTSVI 0,134 0,202
Gradiente TSVI 0,276 0,008

FEVI 0,005 0,960
Cociente E/A 0,156 0,140
NT-proBNP 0,156 0,132
PCRhs 0,002 0,987
Aclaramiento de -0,183 0,114

creatinina (ml/min)

Tabla 15. Correlaciones entre TnThs y variables clinicas.

Al: auricula izquierda.

Respecto a la valoracion de las concentraciones séricas de TnThs en
correlacién con datos del estudio de resonancia magnética cardiaca, se encontré
una asociacion entre los valores séricos de TnThs y el realce tardio de gadolinio
(RTG) (p=0,021; Tabla 14). En particular, se encontraron mayores concentraciones
de TnThs en pacientes que presentaron un realce mayor en el estudio de CRM
(13 (9-23] pg/ml) en comparacién con los pacientes que no presentaron un
aumento de RTG (9 [4-13] pg/ml; p=0,045). Estas concentraciones de TnThs son
aun mas bajas en los sujetos control (5 [4-6] pg/ml, p=0,013). La figura 28 muestra
la diferencia entre las concentraciones séricas de TnThs entre los pacientes que
presentan fibrosis en la CRM, los pacientes sin fibrosis y los sujetos control. Se

observd ademas que los pacientes que presentan valores elevados de TnThs
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presentaron mayor numero de segmentos afectados en la CRM en comparacion

con pacientes con valores bajos de TnThs pg/ml (4 [0-7] vs 1 [0-5], p=0,022).

o oD

TnThs °
(pg/ml) T °
o
—
I T T
MCH con fibrosis MCH sin fibrosis CONTROLES

Figura 28. Valores de TnThs en pacientes con MCH que presentan fibrosis o no (p=0,054) y entre los
controles sanos (p=0,013).

El analisis de regresion logistica univariado de los datos (Tabla 16) corrobordé
una asociacion interesante y fuerte entre concentraciones elevadas de TnThs y la
presencia de fibrosis en el estudio de CRM (odds ratio [OR] 3,24 [intervalo de
confianza (IC) del 95%: 1.16-9.04], p=0,025). También se encontrd asociaciéon
significativa entre el nimero normalizado de los segmentos afectados (NNAS): 0=0
segmentos afectados; 1=1-2 segmentos afectados; 2=> 3 segmentos afectados) en

el estudio de CRM y la elevacién de la TnThs (OR: 1,5 [1,0-2,2]; p=0,038).
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TnThs OR Valor de p
Edad 1,01 (0,98-1,04) 0,614
Sexo masculino 0,74 (0,29-1,89) 0,524
Disnea 211 2,08 (0,89-4,86) 0,092
Disnea severa 2111 3,72 (1,17-11,77) 0,026
HTA 0,71 (0,28-1,82) 0,472
MS familiar 0,49 (0,18-1,34) 0,165
Historia de sincope 1,06 (0,36-3,14) 0,915
Historia de FA 1,29 (0,43-3,30) 0,654
Mdximo grosor de pared 5,89 (0,63-54,87) 0,119
del VI 2 30mm

Gradiente TSVI >30 mm Hg 2,90 (1,24-6,82) 0,014
Disfuncién sistélica 7,57 (0,85-67,6) 0,070
Respuesta tensional 2,63 (1,05-6,55) 0,038
anormal

TVNS 1,68 (0,68-4,16) 0,262
RTG 3,24 (1,16-9,04) 0,025
NNAS (n? de segmentos 1,51(1,0-2,2) 0,038
afectados)

Tabla 16. El andlisis de regresién logistica univariado. Punto de corte para TnThs 14 pg/ml. (NNAS):
0=0 segmentos afectados; 1=1-2 segmentos afectados; 2= 3 segmentos afectados).

Por ultimo, la presencia de disnea severa (3,72 [1,17-11,77]; p=0,026),
respuesta anormal de la presion arterial (2,63 [1,05-6.55]; p=0,038), y la presencia
de obstruccién en TSVI (2,90 [1,24-6,82]; p=0,014) también mostraron asociacién
significativa con la elevacion de los niveles de TnThs, en el analisis de regresion

logistica.
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4.3.5 FACTORES DE CRECIMIENTO: GDF15

Las caracteristicas de la cohorte total de pacientes con MCH a los que se pudo

medir el GDF-15 (102) se resumen en la tabla 17.

La concentracion de GDF-15 muestra una distribucién no paramétrica con
una media de 2978 pg/ml y mediana de 2642 (2130-3471) pg/mL. Por su parte, la
concentracion plasmatica de GDF-15 muestra diferencias considerables dentro de
los subgrupos segun la escala de la NYHA (p=0,006) (Figura 29), aumentando a
medida que empeora la capacidad funcional (Tabla 17). Se observaron diferencias
significativas en los grupos funcionales con respecto a las caracteristicas basales,
como la edad, el sexo masculino, el sincope (p=0,002, p=0,022 y p=0,034,
respectivamente), peor capacidad de respuesta al ejercicio (p<0.001), obstruccién
(p=0,001), asi como el aumento de los niveles de otros biomarcadores estudiados,
como el NT-proBNP (p=0,001), y la TnThs que mostré una fuerte tendencia con
una p= 0,07. Los marcadores de la disfuncién diastélica también se mostraron
alterados segun el estado funcional, cociente E/A y VAI (p=0,022 y p<0,001,
respectivamente). No se encontré asociacion entre los valores de GDF-15 y el
Grupo sanguineo 0 6 AB: 3350 (2167-4221) vs 2700 (2213-3471) (pg/ml),
p=0,203.
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NYHA T NYHA II NYHA III Valor de p
(n=45) (n=42) (n=15)

Sexo masculino 83,3% 71,4% 46,7% 0,022

Historia de FA 12,8% 21,1% 42,9% 0,060

Disnea 5,1% 100% 100% <0,001

Didmetro Al 40,8+7,0 44,673 46,5+5,6 0,014
mm

MGVI (mm) 17,0 (17,1-21,3) 20,5 (19,9-23,5) 23 (20-25,4) 0,004

DTDVI (mm) 448+ 5,7 43,6 6,1 42,3+9,3 0,250

FEVI % 66,2 +10,8 66,4 +11,2 719 +£13,4 0,260

Gradiente TSVI 17,9% 51,3% 66,7% 0,001
>30 mm Hg

METs 11,7+ 3,1 85+28 6,7 +2,3 <0,001

RTG 61,4% 79,5% 86,7% 0,080
Aclaramiento de 1259+ 44,6 110,2 + 33,8 81,5+29,9 0,003
creatinina

ml/min

MGVI: Mdximo grosor de pared del VI.

Tabla 17. Caracteristicas de los pacientes con MCH en funcién de la clase funcional (escala NYHA).
(Test de ANOVA o Kruskal-Wallis).
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Figura 29. Comparacién de los valores de GDF-15 en funcion de tres subgrupos de los pacientes con
MCH clasificados segtin la escala NYHA. Comparacién mediante test de Kruskal-Wallis (p: 0,006).

Concentraciones plamdticas de GDF-15 y resto de biomarcadores con respecto a los

grados de severidad en la MCH

No se encontraron diferencias significativas entre los niveles de GDF-15 y la
clase I y II (p= 0,28). Si se incrementaron sus niveles en los pacientes con MCH y
clase funcional segin la NYHA = II, en comparacion con el grupo NYHA I
(p=0,037), y aiin mayor se vio el aumento en aquellos con clase III segiin la NYHA
(p=0,002). Este dato se puede observar en la tabla 17 y graficamente en la figura
29 que representa los niveles de GDF-15 evaluados en tres grupos diferentes de
pacientes con MCH segtn la clase funcional, lo que confirma un claro aumento de
GDF-15 en pacientes con NYHA clase III, en comparacién con los otros subgrupos.
La diferencia entre estos tres grupos fue significativa (p=0,006) (Tabla 7). La
presencia de comorbilidades como hipertension, disnea, disfuncién sistélica y
fibrilacién auricular también mostré aumento de los niveles de GDF-15 (p=0,001,

p=0,020, p=0,023 y p=0,012, respectivamente) (Tabla 17 y 18). (Graficas 30 y 31).
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GDF-15 Z Mann-Whitney Valor de p

NYHAlIyIl -1,09 0,280

NYHA Iy III -3,08 0,002

HTA -3,25 0,001

FA -2,50 0,012

MS familiar -0,85 0,400

GTSVI -1,10 0,280

TVNS -1,49 0,140

Tabla 18. Asociacion de la concentracion de GDF-15 con las variables clinicas (Test de Mann-Whitney).
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Figura 30. Valores de GDF-15 en pacientes con MCH que presentan disfuncion sistdlica frente a
pacientes con MCH que no la presentan, (p=0,023).
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Figura 31. Valores de GDF-15 en pacientes con MCH que presentan hipertensién arterial, frente a
pacientes con MCH que no la presentan, (p=0,001).

Se observaron correlaciones significativas entre los valores de GDF-15 y otros
biomarcadores propuestos de remodelado ventricular estudiados, como
NT-proBNP (r: 0,28, p=0,049) o TnThs (r: 0,30, p=0,003) y FvW (r: 0,33, p=0,001)
(Tabla 19).

Las concentraciones de GDF-15 también mostraron correlacidn significativa
con la edad (r: 0,48, p<0,001), asi como una correlacién negativa con la capacidad
de ejercicio evaluada con los METs (r: -0,45, p<0,001) (Tabla 19) (Figuras 32 A-B).
Por otra parte, el aumento de los valores de biomarcadores, como la TNThs, esta
asociado con graves dafios en el miocardio y, por tanto, con el deterioro de clase
funcional NYHA 2III. En consecuencia, como se muestra en la figura 33, pacientes
con MCH, que presentan valores elevados de TnThs (por encima del punto de corte

(14 pg/ml) se asocia con mayores concentraciones de GDF-15 (p=0,021).
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GDF-15 Valor der Valor de p
Didmetro Auricula 0,183 0,116
Izquierda

Madximo grosor de pared -0,091 0,433
del VI

FEVI -0,005 0,967

METs -0,450 0,001

Aclaramiento creatinina -0,300 0,002
ml/min

TNThs 0.300 0.003

Tabla 19. Correlaciones bivariadas para GDF-15 y variables clinicas (Correlacion de Spearman).
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Figura 32 A-B) Grdficos de dispersion que muestra la distribuciéon del GDF-15 correlacionando
significativamente con variables clinicas evaluadas.
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Figura 33. Valores de GDF-15 en correlacion con los niveles de TnThs (pg/ml). (Punto de corte para
TnThs <14 pg/ml).

El andlisis bivariado mostré que los niveles de GDF-15 correlacionan con la
edad, disnea, fibrilaciéon auricular y los METs. Ademas también correlacioné con

otros biomarcadores como el NT-proBNP y FvW (p<0,001) en ambos.

La tabla 20 resume los resultados del modelo de analisis multivariado
(p<0,001) que mostré significacion a medida que empeora la clase funcional
(NYHA III), hipertensién o obstruccién (todos con p=0,005) y con aquellos con

taquicardia ventricular no sostenida (p=0,006) influyendo asi significativamente
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en los niveles de GDF-15. En el estudio multivariado, el resto de biomarcadores de

remodelado ventricular no parecen contribuir en los niveles de GDF-15.

Finalmente, se compararon las concentraciones de GDF-15 y el resto de
biomarcadores significativos en pacientes con MCH y clase NYHA III, con y sin
sintomas de TVNS (p=0,002) (Figura 34). Mientras que biomarcadores como
TnThs o FvW no muestran un aumento significativo en este grupo de pacientes
severos, los niveles de GDF-15 persisten elevados en los pacientes con TVNS y
NHYA III (p=0,001). S6lo NT-proBNP mostré una clara tendencia similar
(p=0,066).

Factores B SD B t Valor de p
Constante 1680,752 294,256 5,712 <0,001
NYHA III 2156,536 466,484 0,504 4,623 <0,001
HTA 1898,961 373,482 0,559 5,084 <0,001
GTSVI 1157,885 369,951 0,348 3,130 0,005
TVNS 1154,622 384,448 0,320 3,003 0,006

Tabla 20. Andlisis multivariado para GDF-15 y variables clinicas aplicadas.
B: Coeficiente no estandarizado

SD: Desviacién estandard

B: Coeficiente estandarizado
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Figura 34. Valores de GDF-15 (ng/L) en pacientes con NYHA Il y afectados de TVNS (p=0,002).

4.3.6 ESTUDIO DE BIOMARCADORES DE FIBROSIS Y REMODELADO
TISULAR: PEPTIDOS DEL COLAGENQ

La Tabla 6 muestra los resultados de las concentraciones de los diferentes
péptidos del colageno tipo I y III entre los sujetos de estudio y sujetos control. Se

observa como no muestran diferencias significativas el PINP, PICP y PIIINP.

Por otra parte, en el ICTP como marcador de degradacion de colageno tipo I,
si observamos diferencias significativas entre ambos grupos (p=0,041), con una
concentracion aumentada en los pacientes de 2,35 (1,15-3,94) pg/L frente a 1,78
(1,27-2,78) pg/L, en los controles. De igual modo en la ratio resultante entre PICP e
ICTP también encontramos diferencias significativas (p=0,026), 48,02 (31,0-96,3)
ng/ml, frente a 46,8 (32,2-70,0) ng/ml.
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Pacientes Controles Valor de p
(n=95) (n=78)
PICP* 124,5 + 55,3 110,2 +43,2 0,145
(ng/ml)
PINP 27,3 33,2 0,937
(ng/ml) (24,4-38,6) (26,5-39,6)
ICTP 2,35 1,78 0,041
PIIINP 3,67 3,41 0,129
Ratio 48,0 46,8 0,026
PICP/ICTP (31,0-96,3) (32,2-70,0)

Tabla 6. Concentraciones de los diferentes péptidos entre grupo de pacientes y grupo control y su
correspondiente significacion estadistica (p). Para el andlisis de PINP, PIIINP y ratio PICP/ICTP que no
siguen distribucién normal, se realizé una transformacion logaritmica neperiana.

La Tabla 21 A-B (pagina 142-145), muestra como se encuentran los
niveles séricos de los diferentes péptidos del colageno, asociados a las variables
clinicas estudiadas en nuestra poblacion que suponen una severidad de la propia

MCH.

Asi vemos como el PINP estd aumentado en pacientes con un grosor
severo del VI, presentando en los pacientes una concentraciéon de 112,7 (82,1-
143,3) ng/ml frente a 26,7 (24,0-36,4) ng/ml con p<0,001 (Figura 35). Ademas el
PINP presenta una tendencia en aquellos pacientes con taquicardia ventricular no

sostenida (TVNS) con p=0,062.
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Figura 35. Concentraciones de PINP en pacientes con MCH que presentan un grosor mdximo de pared
del VI 230 mm (1), frente a pacientes con MCH que no la presentan (0) p=0,001.

El PICP como péptido marcador de formacion de colageno tipo [, muestra
asociacion estadistica en aquellos pacientes con MCH y que presentan historial
previo de muerte subita familiar con una media de PICP de 144,7+71,8 ng/ml

frente a 118,3+47,5 ng/ml con p=0,047 (Figura 36).

El PICP presenta concentraciones elevadas en aquellos pacientes sin
hipertension arterial (HTA), estando su media mas baja 107,6+32,2 ng/ml en los
pacientes con HTA, frente a 130,7+60,6 ng/ml en los que si se les asocia HTA y
MCH p=0,021 (Figura 37).
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Figura 36. Concentraciones de PICP en pacientes con MCH que presentan historia de muerte stibita
familiar (1), frente a pacientes con MCH que no la presentan (0) p=0,047.
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Figura 37. Concentraciones de PICP en pacientes con MCH que presenta hipertensién arterial (1),
frente a pacientes con MCH que no la presentan (0) p=0,021.

El PIIINP como péptido marcador de formacién de colageno tipo III,
muestra diferencias significativas en aquellos pacientes con MCH e historia de
sincope recurrente con una mediana de concentracion de 4,96 (3,60-6,50) ng/ml
frente a 3,55 (2,80-4,31) ng/ml y p=0,007 (Figura 38). Se observo una tendencia a
presentar mayores concentraciones de PIIINP en aquellos pacientes con MS

asociada p=0,062.

Los resultados del ICTP como péptido de degradacion y la ratio PICP/ICTP
(formaciéon/degradacion de colageno tipo I) no muestran asociaciones de sus
niveles séricos frente a las variables clinicas estudiadas, salvo una tendencia de la

ratio PICP/ICTP en pacientes con fibrilacién auricular, p=0,073.

No se encontré asociacion alguna de los péptidos del colageno estudiados,
que se relacione con variables de severidad de la MCH como podria ser pacientes

que presenten disnea, disfuncién sistélica o presenten realce tardio de Gadolinio.
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Figura 38. Concentracion de PIIINP en pacientes con MCH que presentan historia de sincope
recurrente (1), frente a pacientes con MCH que no lo presentan (0) p=0,007.

Se estudio la presencia de correlaciones bivariadas significativas entre las
concentraciones séricas de los péptidos del coldgeno con variables clinicas y datos
ecocardiograficos obtenidos del ecocardiograma Doppler, el Holter-ECG para la
TVNS, el porcentaje de fibrosis por RTG y la ergometria evaluada por los METs.
(Tabla 22)(Pagina 146).

No se encontraron asociaciones significativas de los péptidos con una
obstruccion del tracto sistélico de salida del VI. Tampoco se observd correlacion
con el DTDVI, la FEVI o el porcentaje de fibrosis evaluado por RTG, ni aparecieron
correlaciones con el valor del volumen auricular indexado o que muestra signos de

disfuncion sistolica.

Por otro lado, si se observd correlacion del PICP y el InPINP con la edad,
(r=-0,27; p=0,009) y (r=0,56; p=0,001) respectivamente (Tabla 22) (Figura 39
A-B). Ademas InPINP correlaciona con el maximo grosor de la pared del VI (r=0,78;
p=0,001). En el modelo de analisis multivariado (r? corregida=0.60, p<0.001) se
observoé que el grosor maximo de la pared del VI es una variable predictora de los
valores InPINP (= 0.67; p<0.001) y no esta afectado por la edad de los pacientes,

que no presenta asociacion significativa ($=-0.19; p=0,175).

El InPIIINP correlacioné con los equivalentes metabdlicos (METs) de la

ergometria (r=-0,25; p=0,020), mientras la concentracion de ICTP lo hizo con
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mayores diametros de la auricula izquierda con (r= -0,24; p=0,023) (Figura 40

A-B) y también con peor aclaramiento (r= 0,023; p=0,043).

En cuanto a la ratio PICP/ICTP no mostré correlaciéon estadisticamente

significativa con ninguna de las variables estudiadas.
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Figura 39 A-B) Grdficos de dispersion que muestran la distribucién de algunos de los péptidos del
coldgeno que se correlacionaron significativamente con variables clinicas evaluadas. Correlacién del
PICPy el InPINP con la edad (r=-0,27; p=0,009) y (r=0,56; p=0,001) respectivamente.
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Figura 40 A-B) Grdficos de dispersion que muestran la distribucién de algunos de los péptidos del
coldgeno que se correlacionaron significativamente con variables clinicas evaluadas. InPIIINP
correlacioné con los equivalentes metabdlicos (METs) de la ergometria (r=-0,25; p=0,020). ICTP
correlacioné con mayores didmetros de la auricula izquierda con (r = -0,24; p=0,023).
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TABLA 21 A) PEPTIDO DE FORMACION DE COLAGENO TIPO I FORMACION DE COLAGENO TIPO Il

Condicion Si No p Si No 7 Si No 7

Disnealll-IV 132,60 +50,37 122,91+5632 0,537 2559(2332- 27,94 (2437- 0,586 3,88(3,31- 3,67(282- 0227
41,82) 38,56) 6,18) 4,53)

MS 144,77 + 118,36 + 0,047 23,29 (21,09- 28,15 (24,61- 0,179 4,17 (3,25- 3,59 (2,76- 0,062
71,79 47,50 24,94) 39,28) 5,22) 4,53)

Historia 122,96 + 51,12 124,78 + 56,39 0,905 24,57 (24,54- 27,94 (24,13- 0,383 3,57 (2,57- 3,68 (2,96- 0,951
fibrilacion 54,61) 39,04) 4,72) 4,55)
auricular
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GTSVI 121,10 £ 47,44 126,76+60,18 0,625 30,87 (26,58- 2568 (23,86- 0551  3,55(2,79- 3,73 (3,04- 0,928
>30 mm Hg 41,02) 37,02) 5,25) 4,54)

Respuesta 129,71 £ 71,32 126,59 £ 47,59 0,812 29,13 (26,71- 25,88 (23,56- 0,817 3,88(2,96- 3,69(2,81- 0,286
tensional 37,67) 40,58) 5,25) 4,55)
anormal

RTG 127,20 £5592 117,44 +5396 0,448 28,64 (24,03- 25,88 (24,28- 0,125  3,63(2,82- 3,70(3,02- 0,899
40,58) 31,42) 4,56) 4,32)
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TABLA 21B) DEGRADACION DE COLAGENO TIPO I:
ICTP (ug/L) Ratio PICP/ICTP
Disnea I-II 2,08 (1,10-3,33) 2,46 (1,16-4,09) 0,288 50,65 (34,11- 41,87 (28,35- 0,433
114,41) 86,13)

HTA 2,47 (1,73-4,09) 2,32 (0,95-3,79) 0,645 38,19 (26,40- 53,66 (32,31- 0,226
93,93) 101,40)

Historia 2,01 (1,01-3,57) 2,41 (1,14-3,91) 0,665 61,23 (36,28- 48,02 (30,78- 0,980
Sincope 138,71) 94,25)
recurrente

Grosor 2,60 (0,53-4,25) 2,34 (1,18-3,91) 0,933 52,14 (40,73- 47,37 (30,74- 0,474
severo 243,78) 95,13)

Disfuncion 2,82 (2,03-5,03) 2,31 (1,13-3,88) 0,219 50,06 (24,60- 48,02 (31,12- 0,553
sistolica 109,25) 96,53)
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TABLA 21B)
Condicién
Respuesta

tensional
anormal

TVNS

RTG

Grupo

sanguineo O (si)

0 AB (no)

DEGRADACION DE COLAGENO TIPO I: ICTP (ug/L)

Si
2,21 (0,58-3,31)

2,69 (1,73-3,98)

2,38 (1,24-3,70)

2,14 (0,81-3,51)

No
2,38 (1,28-3,98)

2,32 (1,01-3,86)

2,08 (0,92-4,62)

2,40 (1,17-4,60)

p
0,360

0,419

0,799

0,248

Si

50,04 (36,26-
155,66)

40,99 (30,67-
99,78)

50,04 (31,94-
96,53)

50,35 (30,65-
116,06)

Ratio PICP/ICTP
No

49,53 (30,86-
90,23)

50,09 (32,02-
96,42)

44,93 (23,52-
93,43)

47,47 (27,82-
92,29)

0,228

0,539

0,620

0,609

Tabla 21 A-B) Se muestran como se encuentran la concentracién sérica de los diferentes péptidos del coldgeno, asociadas a las diferentes variables clinicas estudiadas en

nuestra poblacién de pacientes que suponen una severidad de la propia MCH.

Los datos expresan n (%), media + desviacién estdndar o mediana (rango intercuartilico).

HTA: Hipertensién. MS: Muerte stbita familiar
Disnea I-1I: clase funcional correspondiente a la escala I-11 de la NYHA.
Disnea 111-1V: clase funcional correspondiente a la escala 11I-1V de la NYHA.

Grosor: Grosor severo o Mdximo grosor de pared del VI (230 mm)
GTSVI: Gradiente del tracto sistdlico de salida del VI > 30 mm Hg.
DISFUNCION SISTOLICA: evaluada mediante la fraccién de acortamiento deprimida.

TVNS: Taquicardia ventricular no sostenida.
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Variables clinicas PIcP PINP ICTP PIIINP Ratio PICP/ICTP

Edad -0,27 0,009 0,55 0,001 -0,17 0,085 -0,10 0,310 0,05 0,629

Volumen auricular indexado -0,21 0,102 -0,22 0,255 -0,19 0,140 -0,10 0,406 0,06 0,620

DTDVI (mm) -0,03 0,770 -0,08 0,649 0,08 0,412 -0,03 0,735 -0,35 0,742

GTSVI > 30mmHg 0,01 0,939 0,05 0,779 -0,18 0,077 0,05 0,613 0,12 0,225

% de fibrosis (RTG) 0,04 0,709 0,15 0,425 0,14 0,217 0,02 0,829 -0,14 0,215

Tabla 22. Correlaciones entre variables cuantitativas y los diferentes péptidos del coldgeno. Las correlaciones con PICP se expresan mediante el coeficiente de
correlacién de Pearson, al seguir distribucién normal. El resto de péptidos y la ratio siguen distribucion no normal, por lo que las correlaciones se expresan mediante el
coeficiente de correlacién de Spearman.
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4.4 ASOCIACIONES CON LOS FACTORES DE RIESGO DE MUERTE SUBITA Y
PEOR CAPACIDAD FUNCIONAL

Como se defini6 en métodos, se exploré la relacion entre los distintos
biomarcadores estudiados y su asociacion con los factores de riesgo o
comorbilidades relacionados con muerte subita en MCH, creando para ello la
variable denominada “Factores de riesgo de muerte subita”. En ella se incluy6 a
aquellos pacientes que no presentaban ningtn factor de riesgo asociado a muerte
subita (Grupo 1), pacientes con uno o dos factores de riesgo (Grupo 2) y pacientes

que presentaban tres o mas (Grupo 3).

En la figura 41, se observa la distribucién de pacientes en funcién de cuantos
factores de riesgo presentaban. Se aprecia como aproximadamente un 50% de los
pacientes presenta uno o dos factores de riesgo dentro de su patologia de base de
MCH. Un 30% no presentd ninguno y aproximadamente un 28% presenta tres o

mas comorbilidades agravantes a la patologia de base.
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Figura 41. Distribucion de la poblacién de estudio de MCH en funcion de factores de riesgo.
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Factores de riesqo asociados a muerte stbita

Las asociaciones observadas de los biomarcadores estudiados fueron las
siguientes: historia de sincope recurrente, asociado con concentraciones elevadas
de PIINP; historia previa de episodios de muerte subita familiar, a la cual se asocié
concentraciones altas de PIINP, PICP, PINP y NT-proBNP; presencia de
obstruccion, evaluada por GTSVI>30 mmHG y que se observé relacién con valores
elevados de TnThs y FvW. Aparicién de arritmia ventricular (TVNS), relacionado a
valores altos de FvW. Ademas también consideramos como factores de riesgo, una
respuesta tensional anormal (mal prondstico) y presencia de grosor severo del VI

observado por CRM.

Factores de riesgo asociados a peor capacidad funcional y severidad clinica

Las asociaciones de los diferentes biomarcadores de nuestro estudio
encontradas fueron: hipertensiéon previa, asociado a concentraciones altas de
PCRhs, NT-proBNP, GDF-15 y FvW; historia de fibrilacion auricular relacionado a
concentraciones elevadas de PCRhs y FvW; Disnea NYHA> Il y Disnea NYHA II-IV
(disnea grave segun la NYHA) relacionado con valores elevados de TnThs, NT-
proBNP, GDF-15 y FvW. Aparicion de disfuncidn sistolica asociado con TnThs.
Presencia de obstruccidn, evaluada por GTSVI>30 mmHG y relacionada con valores
altos de TnThs y FvW. Y por ultimo, presencia de fibrosis observada por RTG en la

CRM y asociado a concentraciones altas de TnThs y NT-proBNP.

Del estudio de la concentracién de NT-proBNP frente a la variable creada
observamos como el grupo 1 presenté una mediana de NT-proBNP de 252 (37-
602) pg/mlL, el grupo 2: 221 (140-432) pg/mL y el grupo 3: 274 (139-545) pg/mL.
En la figura 42 se observa como no existe significacion estadistica del test total

(p=0,694), ni entre subgrupos.
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Figura 42. Prueba de Kruskal-Wallis: NT-proBNP frente a factores de riesgo de MS.

En el comportamiento de los valores de FvW frente a la variable creada
observamos como el grupo 1 presenté una media de FvW de 121,56+57,70 Ul/mL,
el grupo 2: 142, 66+ 61,45 Ul/mL y el grupo 3: 146,78+ 61,98 Ul/mL. En la figura
43 se observa como no existen diferencias significativas en el test total (p=0,268),

ni entre subgrupos.
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Figura 43. Test de ANOVA (TEST POST-HOC (TUKEY): FvW frente a factores de riesgo de muerte
subita.

De igual modo, del estudio de los valores de TnThs se vié como el grupo 1
presenté una mediana de TnThs de 9 (5-21) pg/mlL, el grupo 2: 12 (5-17) pg/mLy
en el grupo 3: 17 (11-28) pg/mL. En la figura 44 se observa como para este
biomarcador si existe significacion estadistica del test total (p=0,038), y a su vez

entre los subgrupos 1y 3 (p=0,011).
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Figura 44. Prueba de Kruskal-Wallis: TnThs frente a factores de riesgo de MS.

El grupo 1 present6é una mediana de GDF-15 de 2561 (2004-3156) pg/mL;
para el grupo 2: 2560 (2096-3897) pg/mL y para el grupo 3: 3326 (2459-3616)
pg/mL. En la figura 45 se observa como para este biomarcador no existe

significacion estadistica del test total (p=0,139), pero si entre los subgrupos 1y 3

(p=0,037).

En cuanto a los valores de PCRhs frente a los factores de riesgo de MS, no
mostraron resultado significativo (p=0,367). Tampoco entre los subgrupos creados
segun factores de riesgo: p=0,849 entre grupo 1y 2, p=0,136, entre grupo 2y 3 6
entre 1y 3, p=0,341.
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Figura 45. Prueba de Kruskal-Wallis: GDF-15 frente a factores de riesgo de MS.

Por ultimo, para el grupo de péptidos del colageno, la evaluacion de sus
concentraciones segun el numero de factores de riesgo de MS arrojo significacion
estadistica unicamente para el péptido de formacion de colageno tipo I1I: PIIINP. El
grupo 1 present6 una mediana de PIIINP de 3,32 (2,66-4,55) pg/L, el grupo 2: 3,61
(2,76-4,45) pg/L y el grupo 3: 4,52 (3,55-6,07) pg/L. En la figura 46 se observa
como si existen diferencias estadisticamente significativas del test total (p=0,011),
y a su vez entre los subgrupos 2 y 3 (p=0,017) y los subgrupos 1 y 3 también
(p=0,003). Asi se relacioné un aumento de las concentraciones de PIIINP a medida
que agrupamos los pacientes segln la presencia de mayor nimero de factores de

riesgo y severidad de la enfermedad.
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Figura 46. Prueba de Kruskal-Wallis: PIIINP frente a factores de riesgo de MS.

El resto de péptidos del colageno no presentaron datos estadisticamente

significativos como se puede apreciar en la Tabla 23.

Valor de p Subgrupo 1 Subgrupo 2 Subgrupo 1 Prueba
frentea 2 frentea 3 frentea 3 Kruskal- Wallis

PINP 0,112 0,711 0,126 0,175
PICP 0,239 0,224 0,598 0,898
PIIINP 0,427 0,017 0,004 0,011
ICTP 0,480 0,701 0,592 0,739
Ratio 0,355 0,858 0,448 0,603
PICP/ICTP

Tabla 23. Valor de p de la comparacidn de los diferentes péptidos del coldgeno estudiados en funcion

de los subgrupos creados en funcién de los factores de riesgo de MS asociado.
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V. Discusion

Muchas de las moléculas involucradas en la fisiopatologia subyacente en la
MCH se pueden detectar en sangre periférica y son lo que conocemos con el
nombre de biomarcadores. Es mas nos pueden dar informacién sobre diferentes
procesos biolégicos normales, mecanismos fisiopatologicos de diversas
enfermedades, y pueden ser extremadamente utiles a la hora de realizar un
diagnostico diferencial o incluso de afiadir un valor prondstico a nuestra practica
clinica. En el presente trabajo se pretende evaluar la utilidad de los principales
biomarcadores asociados a MCH, patologia en la que desafortunadamente su
estudio ha sido poco desarrollado. Ha existido un gran interés en el estudio y
valoraciéon de la utilidad de los biomarcadores en otras enfermedades
cardiovasculares, siendo mayor su utilizaciéon en la cardiopatia isquémica y la
insuficiencia cardiaca [126].

En los ultimos afios, la presencia de RTG como prueba de imagen, ha sido
sugerida como una de las mas novedosas aportaciones en cuanto al diagnoéstico de
MCH y podria estar asociada con un peor pronéstico para dichos pacientes,
asociado con la dilatacién ventricular progresiva y un mayor namero de factores
de riesgo de muerte subita [99;101]. Ademas esta técnica se consolida como un
método no invasivo establecido para evaluar la presencia de fibrosis.

En nuestro estudio, se observé una prevalencia de RTG en pacientes con MCH
del 72,6%, similar a la reportada en otras series [101;198]. Esta prueba de imagen,
junto al resto de variales clinicas descritas, nos permite evaluar los resultados
obtenidos en este trabajo en cuanto a los distitntos biomarcadores planteados a

estudio.

5.1. BIOMARCADORES DE ESTRES PARIETAL: PEPTIDOS NATRIURETICOS:
NT-proBNP

Entre los biomarcadores de estrés parietal, el BNP y el NT-proBNP son sin
duda los biomarcadores mas ampliamente estudiados en la MCH.

Se ha postulado como el BNP evaluado en MCH obstructiva y no obstructiva
aparece 85y 23 veces mas elevado respectivamente, en comparacién con controles

[61;134], dato que corroboramos en nuestra poblaciéon con unas concentraciones
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de NT-pro BNP de 228 (117-500) pg/ml en pacientes frente a 27 (12-76) pg/ml en
controles sanos (p<0,001). Asi, Khan y cols propusieron la medicién de BNP como
una medida eficaz para la deteccion de MCH, especialmente en los nifios, donde la
sensibilidad de ECG y la ecocardiografia es relativamente mas baja [199].

Tanto en miocardiopatia dilatada como en MCH, se ha demostrado que en los
pacientes con disfuncion cardiaca mas grave y peor clase funcional segin la New
York Heart Association (NYHA), presentan concentracidon plasmatica de BNP mas
altas [85;200]. Del mismo modo, en MCH, se relacionan los valores plasmaticos de
BNP y la gravedad de los sintomas relacionados con la insuficiencia cardiaca que
produce. Estos sintomas estan generalmente asociados a una disfuncion diastoélica
prevalente, aunque también a una disfuncién sistélica con una reducciéon del VI,
hipertrofia de la pared y ampliacién de la cavidad en un 10%-15% de los casos.
Esta evolucion generalmente se manifiesta durante la mediana edad, y junto con la
muerte subita, representa la causa principal de mortalidad en estos pacientes
[8;85;200]. Estos datos concuerdan con las concentraciones encontradas en
nuestra poblacion de pacientes con MCH que presentaron un aumento de la
concentracion de NT-proBNP y una clase funcional con disnea severa (NYHA=III)
(498 (218-752) vs 106 (19-276) pg/ml, p<0,001). Ademas de corroborarse con un
aumento progresivo de sus concentraciones entre los tres grupos de NYHA
(p= 0,005) (figura 19). Esta misma exploraciéon en el comportamiento del NT-
proBNP ha sido evaluada en un reciente estudio del valor prondstico de dicho
propéptido en MCH realizado por Coats CJ y cols [201] y muestran la mismas
diferencias en el aumento de la concentracion de NT-proBNP a peor capacidad

funcional segin la NYHA.

Por otro lado, Pieroni y cols demostraron en pacientes con MCH no
obstructiva, como el aumento de los niveles de BNP se producia en un tiempo
relativamente corto en comparacion con el tiempo de vida de los pacientes con
MCH. Asi, paralelamente a la reduccion del espesor maximo de pared, un aumento
progresivo del DTSVI y el DTDVI, y la reduccién de la funcién contractil del VI,
aparecia un empeoramiento de los sintomas clinicos y la clase funcional de la
NYHA [200]. Los valores de BNP reflejarian no sélo el llenado anormal del VI, sino
también el empeoramiento de la funcién del VI y la elevacidn de las presiones del

lado derecho. Todo conllevaria a una progresion de la enfermedad a etapa dilatada
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e hipocontractil, con un empeoramiento del cuadro clinico que elevaria
significativamente los niveles de BNP en plasma, como resultado de un aumento de
su secrecion por los miocitos del VI y reflejaria el deterioro hemodinamico,
caracterizado por un aumento de presiones [200]. En nuestro estudio no se
encontraron asociaciones del NT-proBNP con la obstruccion del tracto sistélico de
salida del VI, ni correlacion con el DTDVI o la FEVI, pero si se observd una
correlacion significativa con el valor del volumen auricular indexado (r: 0,336,
p=0,008), que podria apoyar esos rasgos de disfuncién sistélica propuestos por

Pieroni y cols [200].

Posteriores trabajos en MCH, centrados en la determinacién de NT-proBNP,
demostraron como se asociaban valores plasmaticos aumentados de este
biomarcador con los diferentes parametros ecocardiograficos y clinicos,
estudiados previamente para el BNP, incluyendo la clase funcional (NYHA), el
GTSVI, el espesor maximo de la pared del VI o el didmetro de la auricula izquierda,

como aplicamos en nuestro estudio.

Thaman R. y cols [131] corroboran la teoria de que la liberaciéon del
NT-proBNP de los miocitos ventriculares surge en respuesta a un aumento del
ensanchamiento de la pared del VI. Asi en MCH, tanto la hipertrofia miocardica, la
fibrosis, la desorganizacion de los miocitos y la obstruccién del tracto de salida del
VI, contribuyen a ello. Por tanto, no es sorprendente que los valores de NT-proBNP
correlacionen con un espesor maximo de la pared y el GTSVI en reposo. La relacion
con el deterioro de la funcién sistélica es similar a la observada en pacientes con
insuficiencia cardiaca congestiva [202], lo que presumiblemente refleja el mayor
deterioro hemodinamico y el estrés de pared asociado con la dilatacion ventricular

[131].

Como factores pronosticos, los valores plasmaticos de NT-proBNP y ANP son
predictores independientes de eventos cardiovasculares en pacientes con MCH
[131;202]. Asi, Mutlu B. y cols [203] demostraron como la determinacién de la
concentracion de NT-proBNP pueden predecir el curso clinico de pacientes con
MCH. Presentaban pacientes con una situacién basal de los niveles de NT-proBNP
> 1500 pg/ml que mostraban mayor riesgo de deterioro clinico y empeoramiento

de los sintomas de insuficiencia cardiaca a 2 afios vista. Proponian, por tanto, una

159



Papel de los biomarcadores en la miocardiopatia hipertréfica

estratificacidn de los pacientes con MCH dividendo los subgrupos en bajo, mediano
y alto riesgo, utilizando 2 variables simples, la clase funcional de la NYHA y la
concentracion de NT-proBNP. Los valores de NT-proBNP y la clase funcional de la
NYHA fueron predictores independientes en su estudio, pero la evaluaciéon de la
gravedad de los sintomas usando la clase funcional de la NYHA puede ser muy
subjetiva, debido a la presentacién heterogénea de pacientes con MCH, por lo que
proponian la utilizacién de NT-proBNP como mas representativo para predecir el
curso clinico de la MCH [203]. En este trabajo no evidenciamos aumento
estadisticamente significativo de los valores de NT-proBNP a medida que
agrupamos los pacientes segin la presencia de mayor numero de factores de
riesgo y solo se comporté como predictor independiente asociado al porcentaje de

fibrosis.

Pero, la confirmacién de este biomarcador respecto a su valor prondstico en
MCH, ha sido recientemente publicada por Coats C] y cols [201]. Asi en un amplio
estudio de 847 pacientes durante una media de 3,5 afios, evidencian como
pacientes con concentraciones NT-proBNP presentaban un riesgo siete veces
mayor de muerte o trasplante (Riesgo relativo (RR) 6,7, IC 95%: 1.7-27.2, p=
0,0074) en comparacion con aquellos con valores normales de NT-proBNP.
Ademas su concentracion fue mayor en pacientes transplantados y en aquellos que
murieron por IC crénica, que en los que murieron por MS o habian recibido una
descarga en el desfribrilador impalntado (DAI), durante el seguimiento. En el
analisis de regresion de Cox univariable, encontraron como el NT-proBNP se
comportaba como un importante predictor de IC y de muertes relacionadas con
trasplante (n= 23; RR 3,03, IC 95%: 1,99-4,60; p<0,001), pero no de MS o de
eventos relacionados con el DAI (n=11, HR: 1,54, IC 95%: 0.91-2.60, p=0,111) en
pacientes con MCH. Estos datos sugeririan que valores elevados de NT-proBNP,
podrian identificar a pacientes en beneficio de usar ciertas estrategias
farmacologicas de prevencion de disfuncion progresiva del VI, antes de la aparicion

de la clinica asociada a IC [201].

Por otra parte, Magga J. y cols [137] en un estudio de 24 pacientes con MCH
atribuible a mutacion TPM1-Asp175Asn, evaluaron los niveles de NT-proBNP y

ademas examinaron el fenotipo cardiaco por CRM y las concentraciones de PIIINP,
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como en el presente trabajo. El principal hallazgo que encontraron los autores, fue
la elevacion de los valores de NT-proBNP que reflejaba remodelacion cardiaca,
apoyado esto en los resultados de la CRM. Demostraron también que en los
pacientes con MCH, los titulos de NT-proBNP se asociaban con los niveles del
PIIINP, reflejando estos la presencia de fibrosis miocardica en MCH y confirmado
con presencia de RTG [99;137]. Este estudio indica que la remodelacién del VI
aumenta la secrecién de NT-proBNP y evidencia que en un subconjunto de
pacientes con MCH, sufren una remodelaciéon cardiaca, caracterizada por un
creciente deterioro interrelacionado de la masa del VI, del tabique izquierdo,
fibrosis y disfuncién sistolica. Asi proponen que este proceso de remodelacién se
produciria por un ensanchamiento de la pared del miocardio, que aumenta la
liberaciéon de NT-proBNP de los miocitos y fibroblastos [137]. En el anadlisis de la
presente serie de datos de NT-proBNP con el PIIINP y el resto de péptidos del
colageno, no se encontré asociacion significativa alguna que corrobore los datos
presentados en dicho estudio, el cual presentaba un tamafio muestral pequefio y
que podria ser la causa de las diferencias con los datos que ahora se han

presentado en una poblacién mayor.

Nuestro grupo en un estudio previo, también describi6 concentraciones
elevadas de NT-proBNP asociandolas con una incipiente remodelacion del VI y
fibrosis evaluada por CRM con presencia de RTG. En este trabajo se proponia éste
biomarcador para ser utilizado en el diagndstico de remodelacion del VI y
considerar su concentracion elevada, como un factor de riesgo de MS en MCH
[101]. Ademas, los pacientes con presencia de fibrosis en RTG presentaban una
tolerancia peor para la prueba de esfuerzo y mostraron niveles mas altos de
NTproBNP. De forma similar, en nuestro trabajo se sugiere la determinacion de
NT-proBNP como un factor de riesgo a afiadir en la valoracion de los pacientes con
MCH, ya que nuestros datos muestran como los pacientes que presentaban
asociada historia de muerte subita familiar tenian mayores concentraciones de NT-
proBNP (294 (137-524) vs 100 (18-235) pg/ml, p<0,001). Ademas mostramos
datos en nuestra cohorte de pacientes con presencia de fibrosis marcada mediante

RTG y NT-proBNP elevada (272 (153-523) vs 117 (33-398) pg/ml, p=0,003) y una
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correlaciéon positiva del NT-proBNP con el porcentaje de fibrosis evaluado por RTG
(r: 0,263, p=0,018).

Por tanto se corrobora que los valores de NT-proBNP se correlacionan
positivamente con la severidad de la hipertrofia, al igual que otros estudios
mencionados [101;131] y que NT-proBNP es un marcador de progresion de la
enfermedad en la MCH asociado a peor capacidad funcional. Por todo ello, se
podria sugerir que la evaluacion seriada de este biomarcador podria proporcionar
de forma no invasiva el reconocimiento del deterioro hemodinamico, presencia de

fibrosis y severidad de la MCH.

5.2. BIOMARCADORES DE INFLAMACION: PCRhs

La proteina C-reactiva ultrasensible (PCRhs) es un indicador muy sensible de
procesos que cursan con inflamacion. Ha demostrado que es un predictor
independiente de mortalidad cardiovascular en pacientes con enfermedad arterial
coronaria [142;204;205]. Estos estudios proporcionaron pruebas convincentes de
que las concentraciones elevadas de PCRhs indicaron presencia de enfermedades
inflamatorias clinicamente importantes, y de forma independiente la PCRhs se
comportdé como un biomarcador predictivo de eventos cardiovasculares en estos
pacientes. También se ha demostrado que concentraciones elevadas de PCRhs
juegan un papel importante en la progresion de la aterosclerosis [142;206].
Ademas, sus valores se correlacionan con la evolucién de insuficiencia cardiaca
congestiva [207]. Pero fueron Lamparter S. y cols los primeros en estudiar sus
valores en miocardiopatias, en su caso miocardiopatia dilatada idiopatica, en una
cohorte amplia con 198 pacientes [208]. Los datos que obtuvieron mostraron una
mayor proporcion de pacientes (41%) con PCRhs altas y asociadas a pacientes con
clase funcional III frente a un 25% de pacientes con mejor estado de clase funional
y valores mas bajos de PCRhs (p<0,005). Ademas encontraron que la PCRhs y la

FEVI se comportaban como predictores de muerte.

Senes M. y cols encontraron concentraciones elevadas de PCRhs y fibrinégeno

en pacientes con miocardiopatia dilatada idiopatica en comparacién con controles
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[209]. Este hallazgo confirmaba también la existencia de un aumento de PCRhs en
procesos inflamatorios y un estado protrombético en pacientes con esta
cardiomiopatia, pero estos datos se obtuvieron en un estudio con sélo 28

pacientes.

Nuestros resultados no muestran datos similares a estos estudios.
Presentando una cohorte mayor (95 pacientes para PCRhs), no se ha visto
diferencias de sus valores entre pacientes y controles. Si en cambio se observé
asociaciéon de concentraciones mayores en pacientes con peor capacidad funcional
(figura 22) y ademas se encontraron datos significativos en pacientes con HTA y
antecedentes de FA que podrian atribuirse al rol inflamatorio y aterosclerético de

estas covariables.

Ishikawa C. y cols estudiaron la PCRhs y el NT-proBNP como predictores de
mortalidad en pacientes con miocardiopatia dilatada, en una serie de 84 pacientes
[210]. En dicho estudio, no encontraron correlacion significativa entre los niveles
de PCRhs y los de NT-proBNP como posible marcador de sobrecarga
hemodinamica, al igual que en nuestra cohorte (p=0,072). En su trabajo,
clasificando los pacientes segtin la NYHA en clase funcional III o IV, si encuentran
incrementados los valores plasmaticos de NT-proBNP y PCRhs en relacién con la
gravedad de la insuficiencia cardiaca. Por tanto, consideran la combinacién de
ambos, sobre todo valores de PCRhs >1 mg/L, como importantes predictores

independientes de eventos cardiacos en este tipo de pacientes.

Las limitaciones mas significativas del estudio de las concentraciones séricas
de PCRhs, recaen en el hecho de que son un reflejo no especifico de una amplia
gama de procesos patoldgicos, incluyendo la inflamacion local o sistémica, trauma
de cualquier tipo, dafio tisular o infeccion. Por tanto, las concentraciones de PCRhs
no se pueden interpretar sin uns historia clinica y un examen fisico completos
[206]. Ademdas se afiade que las concentraciones de PCRhs pueden variar
marcadamente en el dia a dia, por lo que seria conveniente su estudio de tipo

cinético.
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5.3. BIOMARCADORES DE DANO ENDOTELIAL: FvW

La disfuncién endotelial es un hallazgo frecuente en pacientes con MCH y su
extension ha demostrado implicaciones pronésticas [211]. Los valores plasmaticos
de FvW estan aumentados en diferentes estados de dafio endotelial y por tanto han
sido propuestos como marcadores utiles de dafio y disfuncion endotelial
[158;159]. En nuestro estudio se ha visto como en pacientes con MCH presentaban
concentraciones plasmaticas de FvW significativamente elevadas y que estan
asociadas con diferentes condiciones relacionadas con la severidad de la

enfermedad.

Este no es el primer biomarcador de disfuncién microvascular que se ha visto
aumentado en la MCH. De hecho, Dimitrow y cols. [160] demostraron como la
trombomodulina soluble (sTM), el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), la
dimetilarginina asimétrica (ADMA), la dimetilarginina simétrica (SDAM) estan
elevados en la MCH en comparacion con individuos sanos, lo que indica que la
disfuncién endotelial podria observarse con biomarcadores en sangre periférica.
Sin embargo, los dos estudios previos que evaluaban los valores de FvW entre
pacientes con MCH y controles emparejados por edad y sexo, no encontraron
diferencias estadisticamente significativas [160;161]. Pero el hecho de que ambos
estudios incluyeran sélo pequefias cohortes de pacientes podria haber limitado sus

resultados.

Se han identificado concentraciones plasmdaticas aumentadas de FvW en
diferentes entidades clinicas como la hipertensién, la aterosclerosis, la diabetes
mellitus y en fibrilacion auricular [212] y se asocian con mayor riesgo
cardiovascular y peores resultados [212;213]. Nuestros resultados revelan que
ademas, en pacientes con MCH y FA, tienen concentraciones aun mas elevadas de
FvW. Aunque, no observamos aumento estadisticamente significativo de los
niveles de FYW a medida que agrupamos los pacientes segun la presencia de
mayor numero de factores de riesgo, los valores elevados de FvW de la presente
cohorte si se relacionaron con diferentes comorbilidades como HTA o FA. Esto
sugiere que el dafio/disfuncion endotelial aparece de forma independiente en la

MCH. Ademas, los titulos elevados de este biomarcador aparecen correlacionados
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con las diferentes condiciones de severidad de la enfermedad, que son la clase

funcional grave, obstruccion del VI y con mayor importancia la TVNS.

En el presente estudio se ha podido observar que pacientes con MCH y
obstruccion del TSVI tienen mayores concentraciones de FvW en comparacioén con
los pacientes sin él. El flujo acelerado debido a la obstruccién del TSVI puede
estimular las plaquetas o células endoteliales a través de un incremento de la
tension de cizalla que, a su vez, aumente la producciéon de trombina y FvW [146].
Aparte de este aumento, como demuestra Le Tourneau y cols. [214], altas fuerzas
de cizallamiento aumentan la proteodlisis de los multimeros grandes del FvW,
produciendo deterioro de su funcién y un sindrome de von Willebrand adquirido.
Este deterioro de la funcion se asocié de forma independiente con la magnitud de
la obstruccién y su reduccion se asocié con una mejoria de la funciéon del FvW. En
contraste, los pacientes con MCH tienen un riesgo tromboembdlico mucho mas alto
que las personas sanas [116]. La activacién de la trombina y las plaquetas

proporcionan mayor riesgo de sufrir un evento embélico.

Los mecanismos exactos de la disfuncion endotelial en la MCH son
desconocidos. Posiblemente el hecho de tener un ventriculo engrosado podria
generar fuerzas extravasculares de compresién que jueguen un papel en la
disfuncién microvascular visto en la MCH [215]. Otra posibilidad es la existencia de
plaquetas activadas [146] que produzcan factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF). Se sabe que el PDGF tiene el potencial para inducir la
proliferacion de células musculares lisas vasculares, fibroblastos y células

endoteliales [216].

Una mayor extension del grado de RTG reflejaria una mayor expresion de la
enfermedad [90;101] y se asocia con dafio miocardico mas severo y con resultados
clinicos adversos [198]. De hecho, esta demostrada la asociacion entre el RTG, la
TVNS y la obstruccion del TSVI [101]. Estos datos sugieren relaciéon con el
prondstico, pero sin embargo, nuestros datos no mostraron una asociacion

significativa entre el FvW y la fibrosis, evaluada por la RTG.

La existencia de la disfuncién microvascular podria estar implicada en la
patogénesis de la hipertrofia observada en pacientes con MCH. Se ha demostrado

que la disfuncién endotelial conlleva una produccién aumentada de un potente
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mediador vasoconstrictor, producido por las células endoteliales vasculares como
es la endotelina-1 (ET-1). Esta puede estar aumentada en pacientes con MCH,
como se ha observado en estudios donde causaria hipertrofia en cultivos de células
musculares del corazén, sugiriendo su papel en el desarrollo de hipertrofia
cardiaca [217]. Ademas se ha visto a su vez como los titulos de ET-1 aumentan los
niveles de FvW en humanos, produciendo una interaccion reciproca, es decir, la
propia disfunciéon microvascular aumenta la expresiéon de ET-1 que, a su vez,

estimula la produccion de FvW [218].

Se demuestra por tanto con este trabajo que los pacientes con MCH presentan
titulos significativamente mas elevados de FvW. A su vez, éstos estan asociados con
diferentes condiciones relacionadas con la gravedad de la enfermedad, como la
clase funcional grave, obstrucciéon y taquicardia ventricular no sostenida. Los
niveles elevados del FvW parecen ser el resultado de la presencia de disfuncién
microvascular latente en estos pacientes y no debido a condiciones relacionadas

con la MCH.

5.4. BIOMARCADORES DE NECROSIS EN MIOCITOS: TNThs

En este trabajo se muestra como los valores séricos de TnThs se elevan hasta
en un 42% de nuestra cohorte de pacientes con MCH, y en sélo el 4,4% de los
sujetos de control sanos emparejados por edad y sexo. Es importante destacar que
los pacientes incluidos con MCH son pacientes ambulatorios estables que acuden
por seguimiento a las consultas clinicas. La elevaciéon de TnThs podria reflejar una
continua pérdida de miocitos, debido al moderado rango de la necrosis que
observamos. Ademas, la elevacién de TnThs se asocia con los parametros de la
gravedad de MCH como la clase funcional, disfuncién sistdlica, y la fibrosis
evaluada por CRM. Observamos también, un aumento significativo de las
concentraciones de TnThs a medida que agrupamos los pacientes segun la

presencia de mayor numero de factores de riesgo y severidad de la enfermedad.
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Por lo tanto, se podria proponer la TnThs como un biomarcador importante en la

MCH, informando de la presencia de dafio miocardico en estos pacientes.

Con los datos presentados se muestra que los pacientes con MCH presentan
también mayores titulos de TnThs que los sujetos control pero, como era de
esperar, este incremento fue relativamente bajo, si lo comparamos con los que
aparecen en los procesos agudos coronarios. Se ha podido demostrar, la
importancia de la deteccién de la TnThs en los procesos no agudos, y como esta
medida de alta sensibilidad puede aumentar el porcentaje de troponinas positivas

hasta un 42%.

En anteriores estudios basados en pacientes cronicos estables, menos del
10% de los pacientes mostraron una elevacién de troponinas determinadas con los
métodos clasicos [166]. Incluso en pacientes con IC aguda, estudios de cohortes
revelan como soélo el 6,2% de los pacientes fueron positivos para las troponinas
medidas sin métodos ultrasensibles [219]. Otro estudio que incluy6 60 pacientes
con miocardiopatia dilatada, present6 un 28,3% de TnT positivas en muestras

tomadas en un momento agudoa o subagudo [220].

Por otra parte, en MCH, Pop y cols. [221] mostraron que la troponina por
encima de los valores normales puede estar presente en pacientes con MCH sin
enfermedad coronaria manifiesta. Sato y cols. [168] demostraron que pacientes
con MCH con concentraciones séricas de TnT aumentadas tuvieron una
disminucién de la fraccion de acortamiento del VI y del grosor del tabique
ventricular en el ecocardiograma durante el seguimiento, sugiriendo a la TnT como
un indicador de lesion subclinica de miocitos y/o de progresion MCH dilatada.
Encontraron que el 50% de los pacientes presentaron TnT positivas en una
pequeiia cohorte de 30 pacientes con MCH [168], apoyando asi nuestros resultados
con TnThs. En nuestro estudio se observa que los niveles de TnThs se asocian con
pardmetros de gravedad en la MCH. Por tanto, serian necesarios estudios
longitudinales para determinar si los niveles de TnThs podrian ser un biomarcador

predictivo fiable en el pronoéstico de esta patologia.

Recientemente, el VAI se ha propuesto como buen indice de funcién diastélica
y marcador de "la carga de presién" y como un excelente predictor de eventos

adversos cardiovasculares. Mientras, el tamano de la Al se ha convertido en una
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herramienta valiosa en el diagnéstico de IC con fracciéon de eyeccién conservada
[222]. En MCH, el remodelado de la Al ha demostrado que se asocia con una mayor
hipertrofia ventricular izquierda, mayor disfuncién diastélica, aumento de las
presiones de llenado, peor clase funcional, y a un mayor riesgo de arritmias
auriculares [222]. En los resultados del presente estudio se observa una fuerte
correlacion entre los valores de TnThs con el didmetro de la auricula izquierda,

pero no se ha podido encontrar una correlacion significativa con el VAL

Los cambios patolégicos observados en los cardiomiocitos y en los
fibroblastos, son componentes importantes del remodelado cardiaco. Ademas del
dafio y la apoptosis de miocitos, los fibroblastos y el “turnover” del colageno
también juegan un papel importante en el remodelado del miocardio [223]. La
disfunciéon microvascular coronaria, la hipertrofia severa, y la desorganizacion de
los miocitos estan asociadas a una evolucién desfavorable en pacientes con MCH,
ya que son factores determinantes de la isquemia y el desajuste entre la demanda y
suministro de oxigeno, lo que podria ser la explicacion de los mayores valores de
TnThs en pacientes con MCH. Este estado de isquemia es la consecuencia, entre
otros mecanismos, de la disfunciéon endotelial debido a las anormalidades de las
pequeinas arterias coronarias intramurales, que suelen ser mas comunes en las
partes de tejido con fibrosis miocardica que en aquellos tejidos sin ella 6 leve
fibrosis [56]. Ademas concuerda con los datos obtenidos para el FVvW elevados
también en MCH, y considerado como marcador de dafo y disfuncién endotelial
mencionados anteriormente. Cecchi y cols. [224] encontraron que la severidad de
la disfunciéon microvascular coronaria, evaluada por tomografia por emisién de
protones, era predictor independiente a largo plazo del deterioro clinico y muerte
por causas cardiovasculares en pacientes con MCH. Asi, la disfuncién
microvascular es una posible causa asociada a valores elevados de TnThs en los
pacientes estudiados y por tanto, estos datos apoyan los obtenidos en el presente
trabajo. La asociacion entre la concentracion de TnT y la presencia de fibrosis ha
sido observada anteriormente en miocardiopatia dilatada idiopatica y en grupos
con cardiomiopatia secundaria, donde el subgrupo de pacientes con
concentraciones elevadas en suero de coldgeno y la TnT mostraron peor
pronostico a corto plazo [220]. En consonancia con las conclusiones del presente

estudio, algo similar ocurre en los pacientes con MCH, lo que explicaria la
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asociacion de los niveles de TnThs con el grado de fibrosis evaluado por CRM y la

disfuncién sistdlica del VI.

En conclusién, en base a los resultados obtenidos y en comparaciéon con
estudios anteriores en cardiopatias similares estudiando TnT, los resultados
obtenidos en este trabajo han sugerido que un aumento en la TnThs podria
considerarse como un valor relevante del remodelado cardiaco en la MCH. Ademas
de un indicador de dafio subclinico de miocitos en curso y, en consecuencia, podria
ser importante, tras comprobar también, como aumenta a peor estado funcional de
los pacientes. Por tanto, los valores de TnThs en suero podrian considerarse como
un biomarcador util para predecir y/o indicar el deterioro del estado clinico, el
grado de fibrosis, y la progresién a disfuncidn sistolica del VI en pacientes con

MCH.

5.5. FACTORES DE CRECIMIENTO: GDF15

Estudios recientes han evaluado la asociacién entre los titulos de GDF-15 y
varias patologias cardiovasculares, lo que denota un vinculo con la gravedad de la
enfermedad y ademas, sugieren el GDF-15 como un nuevo biomarcador prondstico
en la insuficiencia cardiaca [225]. Debido al interés de este biomarcador en otras
enfermedades cardiovasculares, se decidi6 evaluar los diferentes aspectos clinicos
del biomarcador, comparandolo en tres subgrupos clasificados segun la clase
funcional (NYHA), con el fin de identificar una relacion entre los niveles de GDF-15
y gravedad de la enfermedad, ya que la MCH se asocia con un empeoramiento de la

clase funcional.

Esta descrito que la hipertension seria la causa secundaria mas comun de la
hipertrofia cardiaca [226]. Este estudio excluy6 a los pacientes con hipertension
arterial refractaria y los resultados corresponden Uinicamente a pacientes con MCH
que a veces padecen hipertensiéon en ausencia de otra etiologia [227]. Esta
condiciéon ademas provoca un mayor deterioro de la clase funcional de NYHA en

individuos mas jovenes, mientras que en pacientes mayores, la diferencia entre
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MCH con la hipertension y la MCH aislada se estrecha y se vuelve insignificante

[228].

En el presente estudio, la elevacion de los valores de GDF-15 se ha asociado
con caracteristicas indicativas de severidad de la enfermedad, como el aumento de
la edad, la clase funcional severa (NYHA 2 II), comorbilidades y peores predictores
de eventos (hipertension, disnea o FA), capacidad de ejercicio limitada y una leve
reduccion en el aclaramiento de creatinina. De acuerdo con los resultados actuales,
Eggers y cols. demostraron que concentraciones de GDF-15 eran mayores segun
presentaban diferentes comorbilidades como hipertensién o diabetes [229].
Ademas, en el analisis multivariado se puede ver que los niveles de GDF-15 estan
relacionados con la HTA (p<0,001) y con TVNS (p=0,006). Como ambas
comorbilidades agravan irremediablemente el remodelado y la hipertrofia, las
concentraciones de GDF-15 podrian reflejar los cambios fisiopatologicos que se

producen en la remodelacion del ventriculo izquierdo.

Se ha demostrado que la TVNS es un fuerte determinante de insuficiencia
cardiaca congestiva y muerte subita en pacientes jovenes con MCH; sin embargo,
en pacientes de mas de 40 afos la TVNS esta mas relacionada con una pérdida
progresiva de miocitos y fibrosis [230]. Como la cohorte del presente estudio
incluy6 pacientes con edades de media 47,1+14,2, hace pensar que el aumento de
GDF-15 y la incidencia de arritmia ventricular reflejan probablemente un peor
estado funcional. Ademas, los valores de GDF-15 Gnicamente se asociaron con la
TVNS en el grupo Il segin NYHA (figura 34). Por tanto, la valoracion de las
concentraciones de GDF-15 asociadas a sintomas severos en MCH, podria ser un
hallazgo que permitiera la identificacion de mas pacientes de riesgo en

comparacién con otros biomarcadores corrientes de uso clinico.

Diferentes estudios clinicos han demostrado claramente que la estratificacion
de los pacientes es posible en funcion de varios factores que regulan la respuesta
hipertrofica del miocardio [231]. Los cambios en MCH grave se asocian
independientemente con la edad y riesgo consecuente, que lleve consigo peores y
sucesivas alteraciones como niveles de expresion de las proteinas estructurales,
tasa de proliferacion de fibroblastos, deposicién de los componentes de la matriz

extracelular o la fibrosis y la hipertrofia de los miocitos cardiacos [232].
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A pesar de las limitaciones que puedan surgir de interpretar perfiles de
biomarcadores plasmaticos, el presente estudio muestra correlaciones
interesantes entre GDF-15 y los valores plasmaticos del resto de biomarcadores
que pueden sugerir gravedad de la MCH como son: NT-proBNP, TnThs o el Fvw.
Roldan y cols. encontraron cambios en los niveles de MMP-2 en pacientes con MCH,
lo que sugiere la implicacion del sistema de metaloproteinasas en el estado a largo
plazo de la enfermedad [123]. Ademas, como esta descrito, los valores plasmaticos
de NTproBNP en la MCH se relacionan con un mayor riesgo de insuficiencia
cardiaca [233], en consonancia con los resultados obtenidos en este trabajo, donde
este biomarcador se ha visto mas elevado a mayor disnea y en aquellos pacientes
con mayor fibrosis vista en el RTG. Concentraciones altas de TnThs también se han
relacionado como se muestra en este trabajo, con graves manifestaciones clinicas
en la MCH, debido a la pérdida continua de miocitos, por lo que la TnThs se sugiere
como biomarcador de remodelado cardiaco y de mayor dafio miocardico. Ademas,
en pacientes con MCH, hemos visto que una mayor concentracién plasmatica de
FvW se relaciona con un peor estado de clase funcional, y ademas vemos como el

FvW también se correlaciona con los valores de GDF-15.

Diferentes articulos definen el GDF-15 como un factor agravante en la
hipertrofia, alin sin ser una citoquina cardiaca especifica. Xu y cols. observaron que
los ratones transgénicos que sobreexpresan GDF-15 soportaban mejor la presion
inducida por sobrecarga de la hipertrofia [178]. También mostraron como la
expresion de este biomarcador, en cultivos de cardiomiocitos antagoniza la
hipertrofia inducida por agonistas in vitro, identificando esta proteina como un
factor antihipertrofico que antagoniza la pérdida de la funcion ventricular. Por
tanto, las correlaciones presentadas entre los valores de GDF-15 en plasma y el
resto de biomarcadores, sugieren que el podria actuar dentro de la red de

citoquinas cardioprotectoras activas en el remodelado de la hipertrofia.

Podriamos haber esperado resultados con mayores influencias en el analisis
multivariable respecto a las concentraciones de GDF-15 que remarcara dafio
severo cardiaco, pero el hecho de que la cohorte contemplada en este analisis

multivariado no seleccionaba pacientes mas jévenes podria explicarlo. Estos serian
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mas capaces de adoptar métodos eficaces para controlar la enfermedad, que

resulte en una disminucién de sus sintomas y la expresién de biomarcadores.

En este trabajo observamos un aumento significativo de los niveles de
GDF-15 en aquellos pacientes con mayor presencia de factores de riesgo y
severidad de la enfermedad, al igual que con la evaluaciéon de sus resultados en
funcién de los subgrupos segun la clase funcional de NYHA. Se muestra un
aumento significativo de los titulos de GDF-15 so6lo en condiciones patoldgicas
desarrolladas y clase funcional avanzada. Los pacientes de clase NYHA I, sin un
perfil severo de la enfermedad, presentan valores de GDF-15 bajos y moderados
(Tabla 17) y, por tanto, no parecen estar implicados en la enfermedad de MCH. Sin
embargo, el hecho de que los valores de GDF-15 no aumenten en pacientes
estables (clase I) le confiere un poder mayor como biomarcador que indique
cambio de situacion funcional, puesto que so6lo estaria altamente elevado en peor
grado de la clase funcional (Figura 29), y asi seria util deducir dafio miocardio en
profundidad. De hecho, los titulos de GDF-15 en clase II se elevan ligeramente,
pero aumentan notablemente en clase Il en comparacién con pacientes en clase

funcional I (Figura 29), y esto corrobora hipdtesis de este trabajo.

En esta misma linea, Daniels y cols. mostraron como los valores de GDF-15
podian predecir muerte en pacientes ancianos de forma independiente y en
combinaciéon con NT-proBNP y no asociados a motivos cardiovasculares [234].
Pero se necesitan estudios con diferentes edades, ya que el valor predictivo de este

biomarcador en poblaciones mas jovenes requiere mas investigacion.

Aunque el conocimiento de las funciones fisiolégicas es limitado, el aumento
de los valores de GDF-15 podria estar relacionado con la progresion de la
enfermedad, como una consecuencia aparente de la actividad del remodelado
cardiaco. Asociaciones similares se encontraron en diferentes estudios, entre las
concentraciones plasmaticas de GDF-15 y peor estado de insuficiencia cardiaca y
de la funcion renal [177;234] que proporciona gran informacidon prondstica.
Aunque, por el contrario, se encontraron correlaciones similares para otros
marcadores de prediccion como TnThs y NT-proBNP. El presente estudio muestra
correlaciones con otros biomarcadores que indican el gran potencial como

biomarcador de peor estado funcional del GDF-15 en MCH.
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GDF-15 ha demostrado por tanto, estar aumentado en la hipertrofia de los
miocitos, exhibir efectos agravantes o de proteccion en la hipertrofia y estar
asociado con trastornos vasculares como la aterosclerosis, la hipertension y la
insuficiencia cardiaca. Como conclusion, se observa el aumento de los niveles
plasmaticos de GDF-15 en pacientes con un peor perfil de MCH y que se asocia con
manifestaciones clinicas severas. Ademas, los valores de GDF-15 estan
significativamente correlacionados con otros biomarcadores de dafo vascular y
remodelado intersticial, mecanismos que estan involucrados en la fisiopatologia de
la enfermedad. Los titulos de GDF-15 se incrementan significativamente en
condiciones de MCH y clase funcional avanzada. GDF-15 podria ser util para
estimar el grado de dafio miocardico en la practica clinica. Asi los titulos de GDF-15
podrian permitir una mejor caracterizacion de los pacientes con MCH grave y, por

lo tanto, un uso eficaz de una terapia especifica y estrategias de prevencidn.

5.6. BIOMARCADORES DE FIBROSIS Y REMODELADO TISULAR: PEPTIDOS
DEL COLAGENOQ

Un hallazgo constante en el miocardio de pacientes con MCH, es la alteraciéon
del deposito de fibras de colageno de tipo [ y de tipo III. Estas alteraciones reflejan
la pérdida del equilibrio fisiolégico entre la sintesis y la degradacion de las
moléculas de colageno fibrilar, a su vez debida a que en el miocardio se ve alterada
la regulacion tanto de los factores que estimulan la sintesis e inhiben la
degradacidn, como de los factores con acciones opuestas [182]. Desde el punto de
vista histoldgico, las alteraciones de la matriz de colageno presentes serian: a)
fibrosis difusa secundaria a la acumulacion exagerada de fibras en el intersticio y
en el espacio perivascular, y b) disrupcién excesiva de la red de coldgeno que rodea

a cada cardiomiocito (endomisio) y a grupos de cardiomiocitos (perimisio).

Se ha demostrado en la MCH un remodelado del ventriculo izquierdo (VI), con
cambios en la matriz extracelular [121]. Asi las alteraciones en la matriz
extracelular podrian desempefiar un papel importante en la génesis de la

disfuncién diastélica en la MCH, y muy probablemente en aquellos que desarrollan
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disfuncion sistélica. El depoésito de colageno aumenta la rigidez de la camara
ventricular izquierda y compromete el llenado ventricular durante la diastole. La
cuestion aun no aclarada consiste en saber si, la alteracion en la matriz intersticial
ocurre s6lo debido a la activacién de fibroblastos en respuesta a factores
humorales o mecanicos, sin que haya pérdida de cardiomiocitos o si, por el
contrario, se asocia a la muerte celular, estimulando el crecimiento de la matriz

extracelular [51;122].

Se ha publicado que en la MCH existe un aumento en la tasa recambio de
colageno tipo [ que puede conllevar a una disfuncion diastélica [122]. La muerte de
los cardiomiocitos mediante apoptosis podria ser un proceso mas comun de lo que
pensamos, estimulandose procesos de reparacién que contribuyen a la expansién
del intersticio. La apoptosis de los cardiomiocitos lleva también al adelgazamiento
de la pared ventricular, hecho descrito en la MCH [235], y al deterioro de la funcién
sistdlica. En estudios clinicos recientes efectuados en pacientes con MCH se ha
observado que la fibrosis se asocia con la disfuncion diastélica [236], y la
disrupcion con la disfuncion sistdlica. Sin embargo, las relaciones entre las
alteraciones del colageno miocardico y las alteraciones de la funcidn cardiaca
todavia no estan claras y no pueden contemplarse aisladas de posibles alteraciones
de otros componentes de la matriz extracelular que, también influyen en la rigidez
de la camara ventricular durante la diastole o la contractilidad sistolica del

miocardio.

Lombardi y cols. [122] en un estudio con 36 pacientes, defienden cémo el
recambio de colageno en MCH estd aumentado comparado con resultados en
controles sanos, predominando la sintesis de colageno tipo I y IIl sobre su
degradacién y estando asociados cambios en la actividad de las metaloproteinasas
(MMP), principales enzimas encargadas de la degradacion de los componentes de
la matriz, y sus inhibidores (TIMPs). Atun asi, en los datos que presentan, son las
concentraciones de PIIINP e ICTP las que muestran significacién estadistica en su
comparaciéon con los controles, por tanto ambos péptidos de formacién y
degradacién estan aumentados en los pacientes de su estudio. Sipola y cols. [237]
en otro estudio con 21 pacientes, presentaron concentraciones de PIIINP elevados

frente a controles. A su vez, en ambos estudios, se ve como la fibrosis, valorada
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mediante resonancia magnética, esta relacionada con el remodelado ventricular, la
hipertrofia, la aparicion de taquicardia ventricular [101;122] y el deterioro en la

clase funcional [101;123;123].

Como se puede observar en los resultados, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los péptidos relacionados con formaciéon de
colageno tipo I y III (PICP, PINP o PIIINP), entre pacientes y controles. Sin
embargo, en el ICTP, péptido asociado a la degradacién de colageno tipo I, si se
apreciaron diferencias significativas en sus concentraciones entre ambos grupos.
Dichos resultados coinciden con los datos aportados recientemente por
Schwartzkopff y cols. [238], en el que muestran cémo los niveles de PICP no estan
aumentados en suero de pacientes con miocardiopatia dilatada, pero si los niveles
de ICTP, junto a los valores de las MMP-1 y sus inhibidores (TIMP-1). Estos
hallazgos sugieren que la degradacién del colageno tipo I jugaria un papel
importante en el remodelado tisular extracelular que tiene lugar en patologias
como la MCH o la cardiopatia dilatada, contribuyendo a una dilatacién del VI [239].
De igual modo, la deposicion de colageno tipo III seria importante en este
remodelado como indican diferentes estudios en los que esta aumentado
[51;122;240], pero que no hemos podido confirmar en nuestros resultados. Asi, se
puede prever como en la fase temprana del remodelado tisular en la MCH,
principalmente es el colageno tipo III el que se acumula, mientras que el colageno
tipo I llega a ser predominante en un corazén mas severamente dafiado,
significativo de que la patologia estd mas avanzada [241;242]. Por tanto, en la
primera fase del remodelado, el colageno tipo I es cada vez mas degradado, y luego
es reemplazado por colageno tipo III, mientras que al avanzar la enfermedad
habria un cambio en el balance del colageno, aumentando la deposicion de
colageno tipo I. Por tanto, el hecho de que no encontremos diferencias
significativas en nuestra poblacién en cuanto a los valores séricos de PIIINP, podria
ser debido a que es una poblacién en la que existe ya una marcada fibrosis, por lo
que el remodelado puede estar teniendo lugar en el colageno tipo I. De ahi el hecho
que nuestra poblacion presente MCH mdas avanzada, con media de edad de
45,7+14,2 anos y que ademds al observar mediante técnicas de imagen, una

fibrosis marcada, confirme una evolucion de varios anos de la enfermedad. Este
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cambio en la proporcién relativa de los tipos de colageno intersticial I y III puede
influir en las propiedades fisicas del miocardio. Tejidos con predominio de
colageno tipo I se caracterizan por la resistencia y rigidez, mientras que los tejidos
que contienen grandes cantidades de colageno tipo III presentan propiedades mas
elasticas [243]. En teoria, estos cambios pueden predisponer a una pérdida de
miocitos en el ventriculo y remodelado intersticial de la camara. Habria que
sefalar, sin embargo, que en nuestro estudio unicamente hemos encontrado que
las concentraciones de PINP estan mas elevadas en pacientes con MCH y grosor
severo (230 mm) y que el InPINP correlaciona positivamente con él. Para el resto
de los parametros del colageno medidos no hemos encontrado correlaciéon con

volumenes del ventriculo izquierdo o diametros en reposo.

Se ha relacionado la asociaciéon de concentraciones elevadas de PIIINP en
presencia de pequefios VI como marca anatémica de disfuncién diastoélica pasiva
en MCH [122], siendo una complicacién muy comin en MCH y uno de los sintomas
mas determinantes de congestion pulmonar [43;44], pero no se encontraron
correlaciones significativas entre los indices de disfuncion diastélica y los
biomarcadores de colageno, al analizar los resultados. Si, en cambio, se confirm6
una correlacion negativa entre ICTP y el diametro de la auricula izquierda,
viéndose ésta aumentada en su tamafio a raiz de la propia hipertrofia ventricular

izquierda.

Recientemente Lin YH y cols. [244] en un estudio de 21 pacientes con
insuficiencia cardiaca, relacionan los niveles de PIIINP con los parametros de
variabilidad del ritmo cardiaco, proponiendo dicho péptido como un potencial
marcador sérico para evaluar el control autonémico cardiaco y el riesgo de muerte
subita. Asi, la fibrosis de la matriz extracelular cardiaca jugaria un papel
importante en la fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca, pudiendo proporcionar
un sustrato para la arritmogenicidad observada en estos pacientes, lo que podria
causar episodios de muerte stbita. Este es uno de los principales motivos de
estudio de los pacientes con MCH, ya que existe un alto porcentaje de muerte
subita en pacientes jovenes con esta patologia. En los resultados de este estudio se
observa como las concentraciones de PICP asocian de forma significativa con

riesgo de MS, sin hallar esta asociacidn para el PIIINP. Sin embargo, si hemos visto
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un aumento de las concentraciones de PIIINP en pacientes con MCH con historia de
sincope recurrente, signo relacionado con la presencia de episodios de

arritmogenicidad en los pacientes con MCH y su elevado riesgo de MS [245].

De manera adicional, hemos encontrado una correlaciéon positiva entre el
PIIINP con los equivalentes metaboélicos (METs) de la prueba de esfuerzo. Sin
embargo, creemos que estas asociaciones no son clinicamente muy relevantes, ya
que no existen asociaciones entre ninguno de los péptidos del colageno tipo I o Ill y
factores de riesgo severo de la enfermedad como podria ser la disfuncién diastdlica
evaluado mediante ecocardiografia Doppler con el volumen auricular indexado, los
gradientes de obstruccion (GTSVI) o los porcentajes de fibrosis evaluados por RTG,
como uno de los principales objetivos del estudio. Por tanto, no hemos sido
capaces de observar correlaciéon entre los marcadores de colageno y los datos

observados por CRM como encuentran otros grupos [122;237].

Por otro lado se ha comparado las concentraciones de los péptidos del
colageno entre pacientes con MCH y controles de nuestro grupo. Asi, la ratio
PICP/ICTP como tasa de evaluaciéon de formacién/degradacion de colageno tipo I
se encuentra mas elevada para nuestros pacientes en comparacién con los valores
de los controles. De igual modo Chi Young Shim y cols. [246] en un estudio reciente
con 36 pacientes, evaluaron los mismos marcadores de fibrosis estudiados en
nuestra poblacion, relacionandolos con la disfuncién diastélica en reposo y
ejercicio en pacientes con MCH. En este ensayo también encuentran una mayor
ratioo en este caso, de PINP/ICTP como tasa de evaluacion de
formacién/degradacion de colageno tipo I, y la asocian con aquellos pacientes que
presentan disfuncidn sistdlica en reposo, no en aquellos en los que la disfuncién
diastolica aumenta durante el ejercicio y por tanto proponen esta ratio como un
marcador util para evaluar la disfuncion diastélica en MCH como una de sus

principales complicaciones.

Varios trabajos del grupo de Diez y cols. han profundizado en el estudio sobre
todo del PICP en la MCH [180;181;247]. Asi, en un reciente trabajo [232] evaluaron
las concentraciones de diferentes péptidos del coldgeno en pacientes con MCH y
presencia de hipertrofia ventricular mediante RTG y otro grupo de pacientes con

un desarrollo temprano de la MCH, sin hipertrofia ventricular asociada ni
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presencia de RTG. Asi en este grupo de pacientes encuentran aumentadas las
concentraciones de PICP, sugiriendo un aumento de la sintesis de coldgeno que
contribuye a la aparicion de los primeros cambios fisiopatolégicos que
caracterizan a la MCH, mientras que en el grupo con MCH y presencia de
hipertrofia ventricular, encuentran aumentada también la ratio PICP/ICTP entre
pacientes y controles (p<0,001). Por tanto, estos datos apoyan nuestros propios
resultados y los mencionados anteriormente [246], sugiriendo que la sintesis de
colageno excede la degradacion en la enfermedad ya establecida. Adicionalmente,
esto también podria explicar nuestra falta de resultados claros en los otros
péptidos al ser nuestra poblacion de estudio pacientes con MCH desarrollada como
corrobora el alto porcentaje de presencia de RTG (72,6%). Por tanto, el incremento
de fibrosis miocardica, como sello de la MCH, podria interpretarse como una
respuesta secundaria al remodelado fisiopatologico de esta larga enfermedad y
estaria asociado a isquemia, obstrucciéon y dano microvascular como hemos

observado en otros resultados expuestos en este trabajo.

Analizando dicho compendio de estudios en la literatura cientifica vemos
como la mayoria de publicaciones tienen una limitacion comun que es el relativo
bajo numero de pacientes con MCH incluidos. En ellos vemos datos mas
significativos en cuanto al estudio de los diversos péptidos del colageno que en
nuestro estudio que ya presentan un mayor tamafio muestral de sujetos bien
seleccionados (n=95), como es el caso del trabajo de Pekka y cols. (n=73), [248]. En
este estudio, muestran resultados de estos péptidos y citoquinas relacionadas con
la miocardiopatia dilatada en su caso, poco representativos como sucede en
nuestra poblacién de estudio. Por tanto de igual modo, podemos concluir en que el
metabolismo del colageno cardiaco esta alterado en la MCH y se ve afectado por
cambios que no se reflejan claramente en el estudio de los péptidos implicados en
el remodelado ventricular izquierdo a nivel sérico. Ya que no se observaron
tampoco, correlacién alguna entre los niveles de estos péptidos en suero y las
imagenes diagnosticas de presencia de fibrosis observadas por RTG mediante CRM
en un 72,6% de nuestra poblacién, como si hemos visto con otros biomarcadores

relacionados con MCH en este trabajo.
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Un examen microscopico basado en la biopsia endomiocardica ha sido
considerado siempre como la prueba estandar para el diagnoéstico de la fibrosis
miocardica. Pero este método diagnostico requiere un procedimiento invasivo y
también existe la limitacion que una muestra de tejido parcial de endocardio que
se obtiene desde el ventriculo derecho puede no reflejar con precision la

heterogeneidad de la fibrosis en el ventriculo izquierdo [124;249-251].

Debido a la heterogeneidad de la poblacién de estudio y que la MCH es una
enfermedad multifactorial, donde interfieren varios mecanismos fisiopatolégicos
ademas del remodelado cardiaco, es dificil encontrar asociaciones claras del
estudio de los péptidos del coldgeno, ya que so6lo aparecen asociaciones puntuales
con respecto a ciertas variables clinicas y no en todos los péptidos estudiados. Por
tanto vemos, que aun es necesario estudiar de manera mas profunda y con amplias
poblaciones bien seleccionadas para poder determinar la utilidad los diferentes

biomarcadores de fibrosis a nivel sérico.

Como conclusién, podriamos proponer el uso de la ratio PICP/ICTP como tasa
de evaluacién de sintesis-degradacién de colageno tipo I como marcador de
recambio (“turnover”) que estime el grado de fibrosis miocardica con un simple
test sérico no invasivo, en los pacientes con MCH avanzada. Pero el hecho de que
no existan asociaciones significativas de los diferentes péptidos del colageno tipo I
y III con las principales variables clinicas como disfuncidon diastolica evaluada
mediante ecocardiografia Doppler, los gradientes de obstruccion o los porcentajes
de fibrosis por RTG evaluados en la CRM, principales herramientas diagnoésticas de
la patologia, hace que sea éste el aspecto mas critico de su posible utilizacion

clinica como biomarcadores séricos.
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5.7. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La principal limitacién del presente estudio reside en su disefio puramente
de corte transversal. Hemos realizado un analisis s6lo de las asociaciones, pero no
un estudio longitudinal a largo plazo de seguimiento de nuestros pacientes, el cual
probablemente proporcionaria informaciéon adicional para corroborar el valor
pronoéstico de los biomarcadores estudiados para predecir la progresién de la
patologia. Ademas, este estudio observacional se basé en una cohorte seleccionada
de pacientes remitidos a las consultas especializadas participantes, por lo tanto,
estd sujeta a sesgos potenciales e interacciones entre las diferentes variables
estudiadas. Por lo tanto, las caracteristicas de la muestra son tipicas de los
pacientes observados en consultas especializadas de MCH, con un perfil mas grave

de la enfermedad que el de la poblacion general de pacientes con MCH.

Ademas, la obstruccién del tracto de salida del VI se ha analizado sélo en
condiciones de reposo y no relacionado este dato con la actividad fisica. Como
describieron Maron MS y cols. [113] s6lo el ejercicio permite la identificacion de un
perfil mas grave de la enfermedad frente al de la poblacidon general de pacientes
con MCH, en los que sus sintomas de insuficiencia cardiaca progresiva, se explican

por una obstruccién inducida por el ejercicio.
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Conclusion 1:

El aumento de las concentraciones de NT-proBNP en pacientes con MCH,
sugiere la existencia de un aumento en la tension de la pared del ventriculo
y una mayor rigidez de la misma debido al depdsito de tejido fibrético. Se ha
observado un marcado dano endotelial, como demuestra una media elevada
del FvW en el grupo de pacientes. La presencia de necrosis de
cardiomiocitos se corrobora, al resultar significativo un discreto aumento
de concentraciones de TnThs en los sujetos con MCH. Entre los péptidos del
colageno estudiados, sélo el ICTP esta aumentado en pacientes, sugiriendo
que la degradacion del colageno tipo I jugaria un papel importante en el

remodelado tisular extracelular que tiene lugar en la MCH.

Conclusion 2:

Se observa una asociacion entre los valores séricos de NT-proBNP, FvW,
TnThs y GDF-15 con una peor capacidad funcional. Los valores de PCRhs
obtenidos, aun encontrando asociacion a peor capacidad funcional, sugieren
que en la MCH no hay presencia de afeccion de caracter inflamatorio en su

fisiopatologia.

Conclusion 3:

NT-proBNP se ha asociado al grado de fibrosis estimado mediante RTG. La
concentracion de FvW se ha relacionado con obstruccion y taquicardia
ventricular no sostenida, no en cambio con el RTG. Si se asocia el aumento
de TnThs a mas fibrosis, ademas de con disfuncion sistélica, por lo que
dicho incremento podria reflejar una pérdida continua de miocitos debido a
un moderado rango de necrosis. Del grupo de péptidos estudiados del
metabolismo del colageno tipo I y IIl, no se han observado resultados
concluyentes que expliquen un desequilibrio entre el remodelado tisular,

destruccién y formacién de tejido fibrético miocardico.
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L. INTRODUCTION

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a myocardial disease caused by
genetic changes in genes encoding proteins of the sarcomere. So far, more than 400
mutations have been described in eleven genes located on chromosomes 1, 11, 14
and 15 [1], including mutations of myosin and troponin, or related to them. With
an estimated prevalence of 1/500 subjects in an unselected population [2], HCM is
considered a common disease with variable penetrance and usually follows an

autosomal dominant pattern of heritability [1].

HCM provides cardiac hypertrophy, myocyte disarray and increased
interstitial collagen matrix [3], which contribute to the development of a broad
spectrum of functional abnormalities, including myocardial ischemia, systolic
dysfunction, congestive heart failure, arrhythmias and sudden cardiac death (SCD)
[4].

However, the HCM is a disease characterized by the heterogeneity in relation
to the morphological changes, functional findings and clinical manifestations. Not
all the HCM patients have the same phenotype, differing in the hypertrophic
degree, location and SCD risk; hence there is great heterogeneity in genotype-
phenotype sarcomeric mutations studied. The development of myocardial
hypertrophy usually coincides with the growth phase, and may be seen more florid
grades during adolescence and youth [5]. However, many ways of late
developments have been described in which the characteristic phenotype is

expressed in adulthood [6].

Traditionally it has been considered as one of the main causes of SCD in
young patients and athletes [7]. In fact sport practices increase the risk of SCD in
patients with HCM. Therefore, attention has focused on the development of pre-
screening strategies, being a determinate factor in all prevention strategies, the

cost-effectiveness of these [8;9].
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Genetics

HCM is inherited as a mendelian autosomal dominant trait and caused by
mutations in any 1 of 10 genes, each encoding proteins of the cardiac sarcomere
(components of thick or thin filaments with contractile, structural, or regulatory
functions)[4;8;46]. The physical similarity of these proteins makes it possible to
regard the diverse HCM spectrum as a single disease entity and primary sarcomere
disorder. The mechanisms by which disease-causing mutations cause left ventricle
hypertrophy (LVH) and the HCM disease state are unresolved, although several
hypotheses have been suggested [31]. Three of the HCM-causing mutant genes
predominate, namely, B-myosin heavy chain (the first identified), cardiac troponin
T, and myosin-binding protein C. The other genes each account for a minority of
HCM cases, namely, cardiac troponin I, regulatory and essential myosin light
chains, titin, a-tropomyosin, a-actin, and a-myosin heavy chain (Figure 1). This
diversity is compounded by intragenic heterogeneity, with more than 150
mutations identified, most of which are missense with a single amino acid residue
substituted with another [4;23;31]. Molecular defects responsible for HCM are
usually different in unrelated individuals, and many other genes and mutations,
each accounting for a small proportion of familial HCM, remain to be identified

[46].

Morphological and  microscopic  characteristics of  hypertrophic

cardiomyopathy

Macroscopically, HCM is characterized by unexplained left or right
ventricular hypertrophy in the absence of an increased external load, which is
usually asymmetric in affecting different portions of the ventricles (Figure 2) [61].
Microscopic changes in obstructive HCM include myocyte hypertrophy and
disarray, as well as increased interstitial fibrosis and small intramural coronary

artery abnormalities (Figure 4) [39;46;51].

Myocyte disarray is a characteristic feature of HCM, seemingly preceding
hypertrophy and fibrosis [39;46]. The high degree of disarray observed in
obstructive HCM is distinctive [51;52] and involves substantial portions of left

ventricle (LV) wall. Fibrosis is another important component of the
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pathophysiology of obstructive HCM [51]. Histological examination demonstrates
an increase of connective tissue between individual cells and deposition of large
amounts of collagen and fibronectin [39]. However, the distribution and severity of
fibrosis can be quite variable. For example, fibrosis is greater beneath the
endocardium and is more prominent in the interventricular septum area compared
to the free LV wall [54]. Abnormalities in small intramural coronary arteries and
subendocardial arterioles have also been observed at autopsy in obstructive HCM
subjects. The walls of these intramural vessels, especially in the ventricular
septum, are thickened and the vessel lumen is frequently narrowed [54;56;57].
There is hypertrophy of the intima and an abnormal ultrastructure of endothelial
cells, providing a morphological substrate for functional impairment of the
endothelium [58;59]. These abnormal vessels are usually within the areas of

fibrous tissue or in close proximity to these areas.

Pathophysiology of hypertrophic cardiomyopathy

The initial defects caused by the mutant proteins are diverse and a common
mode of pathogenesis is believed to exist, ultimately converging into impaired
cardiac myocyte function [61]. In vitro functional studies have shown that HCM
mutants alter sarcomere function in two different ways: first, by decreasing the
translocating filament activity and/or force leading to a reduction of power
production [62]. Several hypotheses have been proposed, the final model that can
explain the hyper- and hypocontractility observed in both previous models is the
‘energy compromise’ hypothesis (Figure 5) [69]. For example, myosin ATPase uses
at least 70% of adenosine triphosphate (ATP) hydrolysis in the cardiac myocyte,
and perturbation of either the motor itself or its regulation may alter the efficiency
of ATP usage by the sarcomere [68]. In HCM patients, there is a reduction of the
phosphocreatine to ATP ratio, which is an indicator of the energetic state of cardiac
muscle. Such inefficient utilization of ATP results in the need for more energy to
produce the same amount of force. Thus affecting a highly ATP-dependent process,
the sarcoplasmic reticulum calcium pump (SERCA), leading to accumulation of

calcium in the citosol [67;78] (Figure 6).
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Diagnosis

Clinical diagnosis of HCM is established most easily and reliably with 2-
dimensional echocardiography [39;46] by imaging the hypertrophied but
nondilated LV chamber, in the absence of another cardiac or systemic disease (eg,
hypertension or aortic stenosis) capable of producing the magnitude of
hypertrophy evident [40;46]. Hypertrophic cardiomyopathy may be initially
suspected for a positive family history, new symptoms, or abnormal
electrocardiogram (ECG) pattern (Figure 7). In clinically diagnosed patients,
increased LV wall thicknesses to massive >30 mm and left ventricular outflow tract
gradient >30 mmHg (LOVTG) [8;111]. Classical disease markers are weak
predictors of functional disability in affected patients. Magnetic resonance imaging
(MRI) may be of diagnostic value when echocardiographic studies are technically
inadequate or in identifying segmental LVH undetectable by echocardiography
(Figure 8), Doppler (Figure 9) and the use of gadolinium enhanced cardiovascular
magnetic resonance (LGE) (Figure 10), it is possible to improve the evaluation of

the presence of myocardial fibrosis in HCM [101].

Clinical Course

HCM is unique among cardiovascular diseases by virtue of its potential for
clinical presentation during any phase of life. Some patients progress along certain
relatively discrete, adverse pathways: (1) high risk for SCD; (2) congestive
symptoms of heart failure with dyspnea and functional disability often associated
with chest pain and usually in the presence of preserved LV systolic function
[39;83]; and (3) consequences of atrial fibrillation (AF), [116;117] including
embolic stroke (Figure 11).

Biomarkers in HCM

Biomarkers are molecules that are objectively (and easily) measured by
laboratory techniques, which can give us useful information about normal
biological processes, abnormal pathophysiology, and prognosis, as well as in

assisting differential diagnosis [61]. The most active fields in cardiovascular
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medicine in which biomarkers have shown to be useful are ischaemic heart disease
and heart failure. In ischaemic heart disease, for example, multiple biomarkers
have helped us to understand the pathophysiology of the atheromatous plaque
[61;126]. Such biomarkers have also been used to predict the risk for coronary
artery disease and its sequel. For example, B-type natriuretic peptide (BNP) and N-
terminal pro-BNP (NT-proBNP) are useful in the diagnostic and prognostic
pathway for patients with heart failure [202].

The measurement of plasma biomarkers in HCM provides interesting

information about abnormal pathophysiology and prognosis [61].

Wall stress markers: natriuretic peptides

Atrial (ANP) and BNP are stable peptides that are synthesized predominantly
in the atria and left ventricle, respectively, in response to elevated wall tension.
Plasma levels of the peptides correlate positively with cardiac filling pressures,
making them excellent markers for the presence of LV dysfunction and abnormal
LV wall stress [134;135]. Elevated NT-proBNP levels are associated with incipient
LV remodeling and fibrosis assessed by cardiac magnetic resonance, could be used
to diagnose insidious unfavourable LV remodeling and higher risk of sudden death
in HCM [101;137]. Furthermore, correlates with the classification of the New York
Heart Association (NYHA) suggesting worst functional capacity [131] and presence
of ventricular obstruction [134]. NT-proBNP levels were subsequently studied in
patients with HCM. Thaman et al [131] demonstrated the existence of an inverse
relationship between maximal oxygen consumption during exercise and levels of
NT-proBNP, and it remains a useful biomarker in the assessment of the severity of
the disease to the rest of functional variables such as NYHA functional class, LVOTG

or shortening fraction.

Inflammatory biomarkers

Cytokines are pleiotropic proteins that regulate leukocyte activity. In the
acute-phase response, cytokines such as interleukin (IL)-1 and IL-6 drive
production of reactant proteins, including C-reactive protein. Inflammatory
biomarkers that have been most studied in HCM patients are IL-6 and TNF-a
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[143;144]. Both can be expressed in the myocardium under various forms of stress
and are capable of modulating cardiac function by a variety of mechanisms
including the induction of LV hypertrophy, cardiomyopathy, and apoptosis in
cardiac myocytes [144;145]. C-reactive protein has also been studied in HCM. For
example, Dimitrow et al. [146] showed that C-reactive protein was more elevated
in HCM patients than in controls. Lamparter et al studied high sensitive CRP
(hsCRP) values in cardiomyopathies, exactly in idiopathic dilated cardiomyopathy
in a large cohort [206]. The data obtained showed a higher proportion of patients
(41%) with high hsCRP in patients with functional class III versus best funional

class status who presented lower values of hsCRP.

Markers of endothelial function

One of the less known characteristic of HCM is the existence of microvascular
dysfunction with functional and morphological abnormalities in small intramural
coronary arteries and subendocardial arteriola [150]. Functionally, the
endothelium-dependent coronary vasodilatation is impaired with an abnormal
vasocontrictor response to acetylcholine [150], cold pressor test and pacing
stimulation [153]. In addition, hyperaemic myocardial blood flow as measured by
PET scan is severely blunted, with particularly pronounced hypoperfusion at the
subendocardial layer, indicative of microvascular dysfunction [211;215]. The
morphological substrate underneath the microvascular dysfunction consists of a
thickening of the arteriolar wall and its intima with a consequent narrowing of the
lumen, and an abnormal ultrastructure of endothelial cells [54;56-59]. These
altered vessels are usually within the fibrous tissue or in close proximity to these
areas. Microvascular dysfunction might be reflected by elevated levels of
circulating biomarkers. In fact, Dimitrow et al. [160] have recently found that some
endothelial dysfunction markers were elevated in HCM compared to healthy
individuals, suggesting that endothelium in HCM could be functionally abnormal.
However, von Willebrand factor (vWF), one of the classic and established
endothelial marker of damage/dysfunction [158;159], has recently been analysed

in two, but small, studies comparing levels between HCM patients and age- and
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gender matched controls. The authors found no statistically significant differences

between both groups [160;161].

Myonecrosis markers: troponin

Serum concentration of cardiac troponin T (TnT) is a specific and highly
sensitive marker of myocardial injury and its diagnostic and prognostic values
have been well established in acute coronary syndromes [168]. On the other hand,
patients with idiopathic dilated cardiomyopathy with particularly poor prognosis,
show increased serum concentrations of TnT in absence of significant coronary
stenoses [220]. In outpatients with stable chronic heart failure (HF) of a non-
ischaemic nature, the detection of TnT, even at low levels, means an increased risk
of adverse cardiac events, which seems to be independent of other clinical,
analytical and ECG variables [166]. These elevated levels of TnT could imply
ongoing myocardial damage or leakage of myofibrillar components and reflect the
loss of viable cardiac myocites characteristic of progressive HF [163]. All these
studies, based on classical TnT determination methods, reveal strong discrepances
among the number of positive TnT patients, probably due to the heterogeneous
detection limit of the used technique and the selected cutoff point. In addition, the
haemodinamic state (acute or stable patients) of the TnT determination also adds
dificulty to the evaluation of this biomarker in other cardiopathies different form
acute coronary syndromes. New developed techniques based on the relevance of
the myocardial damage in these patients, such as high sensitive (hsTnT)
determination, have been shown to improve the diagnosis in acute coronary
syndromes, due to its increased sensitivity for troponin T detection and
quantification [61] and could help in the diagnosis of these other pathologies. The
role of troponin levels in patients with HCM is not clearly established. However,
troponin circulating levels show an association with a significantly lower
shortening fraction and thicker interventricular septum [168]. It has also been
described that an increased troponin release may be present in patients with HCM
secondary to exercise, which is reduced with (-blockade [123]. In HCM, ischemia
may occur due to massive heart weight, myocite disarray or small vessel disease

[123]. Severe microvascular dysfunction is a potent long-term predictor of LV
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adverse remodeling and systolic dysfunction in HCM [160]. Moreover myocite
injury, coronary microvascular dysfunction, and fibroblast and collagen turnover
also play an important role in cardiac remodeling. A continuous extracellular
matrix remodeling takes place in HCM [98], undergoing increased interstitial
fibrosis, due to raised amounts of collagen type I/IIl deposition [101]. Regions of
myocardial late gadolinium enhancement assessed by cardiac Magnetic Resonance
Imaging (MRI) reflect increased myocardial collagen and it has been demonstrated
an important association of several clinical variables and risk factors with late
gadolinium enhancement in HCM patients [100]. Taking this in account, an
increase in hsTnT levels could be used as a biomarker of myocardial remodeling, a
proposed prognostic marker in HCM. This could reflect subclinical ongoing
myocite damage in HCM and, consequently, could take influence in functional

status.

Growth factors

Growth differentiation factor-15 (GDF-15) is a member of the transforming
growth factor B (TGF-f3) superfamily. This large family of related proteins can be
subdivided into two main groups: the TGF-B/Activin and bone morphogenetic
protein and the GDF branches, based on their sequence similarity [172]. These
cytokines are involved in a wide variety of tissue differentiation and proliferation
processes [173]. Clinical studies have shown that cardiovascular diseases such as
ischemia, inflammation, or injury [174] notoriously up-regulate GDF-15 expression
in the heart. These pathologic situations could indicate that this factor acts as a
stress sign for the cardiomyocytes. Several clinical and experimental reports have
provided evidence of a link between GDF-15 and vascular disorders [175;229],
additionally, increased levels of GDF-15 were associated with poor prognosis in
acute coronary syndrome [175;176] and, more recently in HF [177]. Although it
has not been formally demonstrated, these observations suggest that elevated
GDF-15 levels identify high-risk patients across a broad spectrum of
cardiovascular diseases [178] and that it might display a regulatory role in the

process of hypertrophy [179].
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Thus, the measurement of biomarkers in HCM seems to provide promising
information about myocardial damage and prognosis [61]. In this sense, increasing
attention has been arising towards GDF-15 as a marker of multiple stress
pathways in myocardium; we therefore hypothesized a change in GDF-15 levels

related to HCM disease severity.

Cardiac remodeling and fibrosis biomarkers

The collagen network is a metabolically active structure in the sense that the
balance between the synthesis and degradation of collagen determines its
turnover, which is estimated to be from 80 to 120 days [187]. Once procollagen
types I and III are synthesized and secreted by fibroblasts and myofibroblasts as a
triple-helix procollagen precursor containing terminal propeptides. The
propeptides are cleaved in block by specific procollagen proteinases. The released
molecules reach the bloodstream and can be detected in blood. If the propeptides
are cleaved in every molecule of collagen, the amount of theirs quantified in the
circulation could be proportional to the amount of collagen formed, these
propeptides qualify as indexes of collagen synthesis [187]. This holds true for the
carboxyterminal propeptide of procollagen type I (PICP) and likely for the amino-
terminal propeptide of procollagen type I (PINP) (Figure 14).

The search for biomarkers of collagen metabolism has provided a large
number of candidate molecules can be classified into 2 categories: the biomarkers
related to the synthesis of molecules that form new collagen fibers and biomarkers
related to degradation of the molecules that comprise mature collagen fibers [187].
Collagen type Il is derived from a larger protein, procollagen type III, with two end
extensions on both sides of the molecule. Some of the aminoterminal propeptide
(PIIINP: N-terminal propeptide of procollagen type III) are released during the
synthesis and deposition of collagen type III, and other molecules are retained on
the forming part of the collagen fibers. The interstitial matrix metalloproteinases
(MMP) initiate digestion of collagen by hydrolysis of the peptide bond after a
glycine residue. The procollagen carboxyterminal telopeptide type I (ICTP) is
released by the resultant action of matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) (Figure

15). There is a relationship between the numbers of molecules of type I collagen
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degraded ICTP molecules released. Thus, the amount of ICTP that reaches the
circulation would be proportional to the amount of degraded fibrillar collagen

[187]. This peptide could associate a marker for collagen degradation or lysis

[188].

Therefore, according to the literature [187;193], the evaluation of collagen
peptides as potential biomarkers representing a turnover in the HCM, it may

report the pathogenesis of myocardial remodeling and HCM.

So, a continuous extracellular matrix turnover appears in HCM, leading to an
increase of interstitial fibrosis due to the higher amount of collagen type I/III
deposited. The presence of late gadolinium enhancement (LGE), assessed by
cardiac magnetic resonance (MRI), seems to reflect an increase in myocardial
fibrosis [101;194]. Lin et al. [244], explored the interstitial remodeling, by
measuring the serum levels of type IIl aminoterminal propeptide of procollagen
(PIIINP) in HF patients. In this study, PIIINP is proposed as a serum biomarker of
cardiac autonomic control and risk of SCD. Interestingly, a recent report by Ho et
al. [232], also studied different biomarkers of fibrosis and interstitial remodeling
and revealed that serum type I carboxyterminal propeptide of procollagen (PICP)
seems to indicate increased myocardial collagen synthesis in sarcomere-mutation
carriers without overt disease. They proposed that this profibrotic state precede
the development of left ventricular hypertrophy or fibrosis visible on MRI [232].
Fibrosis may provide electrical heterogeneity and a substrate for
arrhythmogenicity, which may cause SCD, a feared first symptom that can appear
at the onset of both pathologies (HF and HCM) [7;232;244]. Thus, we proposed the
evaluation of collagen turnover in HCM, through different serum levels of
formation and degradation collagen peptides and their relation with different

clinical values of the severity of the disease.
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IL AIMS

This study aims to explore biomarkers related to heart disease to help to
complement the clinical evaluation of HCM patients, and to correlate with clinical
variables of the disease. For that we took into account all the evidence from HCM
patients in the Departments of Cardiology, Hospital Universitario Virgen de la

Arrixaca of Murcia and Hospital General Universitario of Alicante.

Currently, there is no biomarker that can predict quickly and reliably as
possible early development of HCM or used clinically to complement the

management, appropriate treatment and prognosis in patients with HCM.

Therefore, based on these assumptions, we suggest an investigation to study
the determination of several biomarkers related to the pathways involved in HCM
and risk factors of HCM in a study group and a control group, both selected in the

mentioned hospitals:

e 1. NT-proBNP, as a biomarker of wall stress.

e 2. hsCRP, as a biomarker of inflammation.

3. vVWF, as a biomarker of endothelial damage or dysfunction.

¢ 4. hsTnT, as a biomarker of myocardial necrosis.

¢ 5. GDF-15, as a biomarker associated with fibrosis and severity of the disease.

e 6. Formation and degradation collagen peptides as biomarkers of fibrosis and

tissue remodeling.

In order to work these issues, we will deep in several aspects, relating the
biomarkers analyzed with functional class of patients, the risk factors involved in

HCM and other complementary tests performed to patients.

Thus, the performance evaluation of different biomarkers, might show
differences in HCM patients compared with healthy controls, and also whether
these levels are related to the different variables associated with ventricular
remodeling in HCM and disease severity. In this context we will explore the
possible association with several variables: clinical (age, gender, hypertension,

familiar SCD, recurrent syncope, angina, presence of AF, and functional class
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(estimated according to the NYHA scale) echocardiographic variables (LV outflow
tract obstruction (LOVT), LV wall thickness, left atrial enlargement, and diastolic
function), other valuation techniques of cardiac structure and function (abnormal
blood pressure response to exercise, non sustained ventricular tachycardia (NSVT)

registered in Holter, late gadolinium enhancement (LGE) evaluated by MRI).

In all, the study of these biomarkers raises a possibility of an improvement in

the pathophysiological characterization of HCM.

The objectives of this work were:

e 1. Compare the values of the different biomarkers (wall stress, inflammation,
endothelial damage, necrosis, fibrosis and tissue remodeling) between HCM

patients and a control group with similar characteristics.

e 2. Examine the behavior of the different biomarkers concentrations, classifying

patients according to their functional capacity, attending to the NYHA scale groups.

e 3. To study the association of each biomarker to different clinical variables
related with demographics and various complementary tests to estimate the

severity of the disease.

I11. PATIENTS AND METHODS

We included 124 HCM stable patients, attending a cardiology outpatient clinic
for routine follow-up, from 2 referral hospitals in Spain (Hospital Universitario
Virgen de la Arrixaca from Murcia and Hospital General Universitario from
Alicante), 91 (73%) males and aged 47.7+14.2 years old. The diagnosis criteria of
HCM was the presence of a left ventricular wall thickness of at least 15 mm without
any other cause that could lead to ventricular hypertrophy, and in the case of first-

degree relatives of affected individuals, proposed familial criteria were used.
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Exclusion criteria were patients with concomitant neoplasic, infectious, connective
tissue, demonstrated ischaemic heart disease, anticoagulant treatment or
inflamatory diseases. A complete history and clinical examination was performed,
including 12-lead electrocardiogram, echocardiography, symptom-limited
treadmill exercise test and 24-hour ECG-Holter monitoring. Exercise treadmill test
was performed by Bruce’s protocol. Maximal exercise was continued until patient
exhaustion. MET (metabolic equivalent) units were calculated. Risk factors for
sudden death were evaluated (personal and family history of sudden death,
recurrent unexplained syncope, maximal wall thickness >30 mm, rest left
ventricular outflow tract gradient >30 mmHg, abnormal blood pressure response

during effort test, and non-sustained ventricular tachycardia).

Echocardiography Study

The following parameters were measured in the echocardiographic study: LV
cavity size, interventricular septal and posterior wall thickness, maximal LV
thickness, and ejection fraction were measured in accordance with European
Society of Echocardiography recommendations [196]. We defined systolic
dysfunction as the value of the ejection fraction below the cutoff point of 50%. Left
atrial volume (LAV) was measured from two orthogonal views. LAV was indexed to
body surface area. Pulsed-wave Doppler tracings of mitral inflow were obtained by
placing a sample volume at the tips of mitral valve from an apical view. A Doppler

study was performed too.

Cardiac Magnetic Resonance Imaging study

Cardiac MRI was performed on a 1.5T scanner (Intera; Philips Medical
Systems, Best, The Netherlands). Parallel imaging (SENSE) was used. Cine
Magnetic Resonance imaging was obtained in the cardiac short-axis, vertical long-
axis and horizontal longaxis planes using a breath-hold balanced fast field-echo
sequence. A peripheral bolus injection of gadolinium-DTPA (0.2 mmol/Kg) was
administered and late contrastenhanced images were acquired using a segmented

inversion-recovery sequence. Gadolinium enhancement images were acquired in
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the left ventricular short-axis orientation. A qualitative analysis of the presence of
late myocardial enhancement was done. Additionally, we analysed data using
validated software (Mass Suite 6.1, MEDIS Medical Imaging Systems, Leiden,
Netherlands). Briefly, endocardial and epicardial borders were manually traced in
each slice. Secondly, we chose the late enhancement threshold looking at the
baseline intensity in the bull’s eye graph (a map with different intensity signals in
each image of the heart). Then, using this threshold, we looked at all the images
checking the Gadolinium enhancement areas. If all of them were included, we
accepted this threshold. If some of them were excluded we changed the threshold

to make sure it is the correct (Figure 16).

Blood samples and laboratory assays

Venepuncture was performed in the morning on patients and healthy
controls who had been fasting for >12 hours. Blood samples were drawn
atraumatically. Serum and plasma fractions were obtained by centrifugation for 15
minutes at 3500g. The creatinine clearance (CLcr) was calculated. Aliquots were
stored at -802C to allow batch analysis. Plasma or serum levels were determined
for fibrosis markers (collagen derived peptides), endothelial damage (vWF) and
growth differentiation factor-15 (GDF-15), using techniques of manual enzyme
immunoassay (E.LA). Also measured by electrochemiluminiscence assays, the
myocardial stress markers (NT-proBNP), type I aminoterminal propeptide of
procollagen (PINP), and high-sensitive cardiac TnT (hsTnT) on automated
analyzers Cobas 6000, Roche Diagnostics® (Mannheim, Germany). Inflammation
(high-sensitive C-reactive protein (hsCRP)) serum levels were measured by
inmunoturbidimitry on automated analyzers Cobas 6000, Roche Diagnostics ®
(Mannheim, Germany). VonWillebrand factor (vWF) plasma levels were measured
by ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) commercial kit of Zymutest®
Aniara Diagnostica Mason, Ohio USA. GDF-15 plasma levels were assayed by
commercial ELISA (Biovendor, Modrice, Czech Republic). Serum levels of PIIINP
(N-terminal propeptide of procollagen type III) were measured by
radioimmunoassay (Orion Diagnostica® EIA (Espoo, Finland)). The rest of

resulting peptides from collagen I synthesis: type I carboxiterminal propeptide of
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procollagen (PICP), and degradation C-terminal telopeptide of type I collagen
(ICTP), were measured by commercial ELISA, Metra®CICP EIA of QUIDEL (San
Diego, USA) for PICP and Orion Diagnostica® EIA (Espoo, Finland) for ICTP.

The characteristics of the different biomarkers assays are resumed in table 1.

Statistical analysis

Continuous variables were tested for normal distribution by the Kolmogorov-
Smirnov test. The normal distributed continuous variables are shown as mean *
standard deviation, and those non-parametrically distributed are shown as median
(interquartile range). Categorical variables are presented as frequencies
(percentages). Comparisons of the groups for continuous variables were
performed with the unpaired t test for independent samples or the Mann-Whitney
U test (as appropriate). The comparison of discrete variables was done via the B2
test or the Fisher test (as appropriate). Correlation between two continuous
variables was performed by Pearson test (if relevant by Spearman test). An ANOVA
test (if relevant by Kruskall Wallis test) was performed to assess the relation
between biological markers and the number of sudden death risk factors. For that
we created the variable called "Risk factors for sudden death." It included those
patients without any risk factors associated with sudden death (Group 1), patients
with one or two risk factors (Group 2) and patients who had three or more (Group
3). Binary logistic regression analyses were also undertaken with the
presence/absence of elevated hs TnT levels as dependent variable (cut-off point
>0.014 ng/ml) and different clinical and biological factors as covariables. A
twoside probability value of p<0.05 was considered statistically significant.
Statistical analyses were carried out with SPSS version 11.0 software (Chicago,

lllinois, USA).
HCM patients were compared to 78 control subjects with similar age and sex.

The Research Ethics Commitee of the two centres approved the study. Risk

factors for sudden death were evaluated.
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IV. RESULTS

Normality test of Kolmogorov-Smirnov of biochemical markers are resumed
on table 2. In selected patients, 91 (73%) were male with an age of 47.7 + 14.2
years. 68 patients (54.8%) had deterioration in functional class (NYHA = II), and 6
patients had systolic dysfunction (6.3%). 57 (46%) had angina and 84 patients
(67%) showed late gadolinium enhancement (LGE) rated by MRI. Table 3 shows
the clinical and demographic characteristics of patients with HCM and control
group. Table 4 shows the baseline characteristics of the study population,
classifying patients according to the three groups of NYHA. Data are expressed as n

(%), mean * standard deviation or median (25t and 75t percentiles).

For the first aim, the comparison of biomarkers levels between HCM patients
and control groups showed the following results: significant differences between
NT-proBNP levels, vVWF and hsTnT (p<0.001 in all cases). While we found no
difference between the values of hsCRP and GDF-15 (p=0.211 and p=0.101
respectively) (Table 5). In the case of the collagen peptides only the ICTP as a
marker of type I collagen degradation, showed statistical significance (p=0.041).
Similarly in the resulting ratio between PICP and ICTP also observed significant

differences (p=0.026) (Table 6).
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For the aim two, the comparing biomarkers levels between the three
classified subgroups according to functional class (NYHA), we found significant
differences in the increased values of certain biomarkers studied relating to a
worse functional class. So, NT-proBNP behave differently in the three groups of
NYHA (p=0.005) and GDF-15 concentrations increased to worse functional
capacity (p=0.006), both associated previously to severity of cardiovascular
diseases. Similarly, the hsTnT and hsCRP showed significant difference (p=0.042
and p=0.045 respectively) (Table 7).

For the aim three, assessment of the biomarkers levels and the correlation

with clinical variables are showed for each biomarker.

Stress biomarkers: natriuretic peptide study (NT-proBNP)

NT-proBNP associations are showed in table 8. We found increased levels of
NT-proBNP (pg/ml) in patients with HCM who had family history of SCD(294
(137-524) vs 100 (18-235) pg/ml, p<0.001), in patients with marked fibrosis by
LGE (272 (153-523) vs 117 (33-398) pg/ml, p=0.003) and in those patients
presenting with severe functional class NYHA = III, (498 (218-752) vs 106 (19-
276) pg/ml, p<0.001(Figures 17 A-C). NT-proBNP showed significant correlations
for the percentage of fibrosis assessed by LGE (r: 0.263, p=0.018) and the value of
indexed atrial volume (LAV) (r: 0.336, p=0.008). The multivariate linear regression
analysis showed statistically siginificance values (r*= 0.06, p=0.032), but only 6%
of the variability of the biomarker is explained by the model. Thus, as was
observed only independent predictor, the presence of fibrosis (f = 0.28, p=0.032)
and respect to severe dyspnea = III ( = 1.01, p=0.067), with a clear trend.

Inflammation biomarkers study: hsCRP

The hsCRP in a measuring range up to 0.015 mg/dl, showed no association
with the main variables studied in HCM (Table 10). Only a significant increase in
the hsCRP (mg/dl) levels in patients with HCM and hypertension (0.18 (0.10-0.32)
vs. 0.11 (0.07 to 0.21) mg/dl, p=0.002), and in patients with a history of AF (0.23
(0.16-0.31) vs. 0.13 (0.07 to 0.24) mg/dl, p=0.005 (Figures 20 A-B).

203



Papel de los biomarcadores en la miocardiopatia hipertréfica

Endothelial damage biomarkers study: vWF

HCM patients showed higher levels of vWf as compared to healthy controls
(139.6+64.8 Ul/mL vs 105.0+ 51.0 Ul/mL, p<0.001). In the whole population of the
study (controls and HCM patients), there were statistical differences in the levels
of vWf between group 0 and group non 0 (116.2+58.6 Ul/ml vs 137.3+58.4,
p=0.022) but the distribution of ABO blood groups were similar in controls and
HCM patients (p=0.411). The clinical characteristics and association with vWF
levels in patients with HCM are summarized in Table 12. vWf levels were found
raised in patients with severe functional class (168.4+ 65.9 Ul/mL vs 132.4+£60.7
Ul/mL, p=0.020), AF (175.8x69.4 Ul/mL vs 133.0£59.0 Ul/mL, p=0.005),
hypertension (161.4+60.8 vs 128.9£60.5, p=0.010) obstruction (153.9+x67.9 vs
128.2+ 57.4 Ul/mL, p=0.046) and non sustained ventricular tachycardia
(159.3+£59.1 vs 133.0+63.0, p=0.049) (Figure 23 A-E). vWf correlated with age
(r:0.26; p=0.006) and obstruction (r:0.22; p=0.021) (Figures 25 A-B). In the
multivariate analysis (linear regression), adjusting by age, severe functional class,
hypertension, atrial fibrillation, obstruction, ABO blood group and non sustained
ventricular tachycardia, the concentration of vWf was associated with the
proposed model (r2:0.18; p=0.001). AF (p=0.001), ABOblood group (p=0.018) and
non sustained ventricular tachycardia (NSVT) (p=0.041) were the three variables

that remained associated with the levels of this biomarker.

Myocardial necrosis biomarkers study: hsTnT

We found increased hsTnT levels (above the cutoff point: 14 pg/mL) in 40
patients (42.1%) and in only two control subjects (4.4%; p< 0 .001). The
association with clinical features and hsTnT serum levels in HCM were raised in
patients with severe dyspnea: NYHA functional class>3 (p= 0.020), outflow
obstruction (p=0.013), systolic dysfunction (p=0 .037), abnormal blood pressure
response (p=0.036), and presence of LGE (p=0.021) (Table 14) (Figure 26-27).
hsTnT levels correlated positively with the maximum left ventricular wall
thickness (r:0.47; p=0.001), left atrial diameter (r: 0.36,p=0.014), and LOVTG
(r:0.28; p=0.008) (Table 15). In particular, we found higher hs-TnT levels in

patients showing late gadolinium enhancement in the cardiac MRI study (13 [9-23]
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pg/mL) compared with patients without enhancement (9 [4-13] pg/mL; p=0.045),
these levels being even lower in control subjects (5 [4-6] pg/mL; p=0.013). Figure
28 displays the difference between serum hsTnT levels between patients
presenting fibrosis in the MRI, patients without fibrosis, and control subjects.
Univariate logistic regression analyses of the data (Table 16) corroborated the
interesting and strong association between elevated hsTnT levels and the presence
of fibrosis in cardiac MRI study (odds ratio [OR] 3.24 [95% confidence interval (CI)
1.16-9.04]; p=0.025).

Growth factors study: GDF-15

Although differences were not significant between class [ and II (p=0.28),
GDF-15 levels were clearly increased in impaired functional class patients (NYHA
classzIl) compared to NYHA I (p=0.037), and more strongly increased in NYHA
class III (p=0.002) (Table 17). Figure 29 represents GDF-15 levels assessed in the
three different functional classes of HCM, confirming a clear increased level in
NYHA class III patients, compared to the other subgroups. The difference between
those three groups was remarkably significant (p=0.006). The presence of
comorbidities such as hypertension, dyspnea, and AF also increased GDF-15 levels
(p=0.001, p=0.020 and p=0.012, respectively) (Table 18) (Figure 30-31).
Significant correlations between GDF-15 levels and proposed biomarkers of
ventricular remodeling were found, NT-proBNP (r: 0.28, p=0.049), or hsTnT (r:
0.30; p=0.003), and endothelial dysfunction as vWF (r: 0.33, p=0.001) (Table 19)
(Figure 33-34). Moreover, GDF-15 levels were also found significantly correlated
with age (r: 0.48, p<0.001), as well as a negative correlation with exercise capacity
measured in METs (r: -0.45, p<0.001) (Table 19). Bivariate analysis showed that
GDF-15 levels were more likely related to age, dyspnea, AF and METs. Table 20
summarize the results of multivariate analysis model (p<0.001) that showed
worse functional class (NYHA III), hypertension or obstruction (all p<0.005) and
NSVT (p=0.006) significantly influencing GDF-15 levels. We finally compared GDF-
15 and other biomarker plasma levels in NYHA III patients with and without

symptoms of NSVT (Figure 34). While the common biomarkers did not show a
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significant increase with NSVT, highest GDF-15 levels were observed in patients

with NSVT (p=0.001) although NT-proBNP also showed a clear trend (p=0.066).

Cardiac remodeling and fibrosis biomarkers

Patients presented higher levels of ICTP than controls and higher levels of the
ratio PICP/ICTP (Table 6). PICP levels were raised in HCM patients without
hypertension (107.6% 32.2 vs. 130.6%x60.6 ng/mL; p<0.021) and in those with
history of familiar SCD (144.7+71.8 vs. 118.3¥47.5 ng/mL; p<0.047). PINP levels
were increased in patients with severe maximal left ventricular wall thickness
[112.7(82.1- 143.3) vs. 26.7(24.0-36.4) ng/mL; p<0.001]. PIIINP levels were
raised in patients with history of recurrent syncope [4.96(3.60-6.50) vs.
3.55(2.80-4.31) mg/L; p<0.007] (Table 21 A-B) (Figures 35-38). We did not find
any significant association with NSVT, abnormal blood pressure response to effort
test, severe functional class, AF, significant obstruction, or LGE observed in MRI.
PICP (r=-0.27; p<0.009) and PINP (r= 0.55; p<0.001) correlated with age. PINP
correlated with maximal left ventricular wall thickness (r= 0.77; p<0.001). ICTP
correlated with left atrial diameter (r=-0.237; p<0.023). PIIINP correlated with

effort capacity in metabolic equivalent units (Table 22).

Risk factors for sudden death

Figure 41 shows the distribution of patients according to risk factors
presented and the biomarkers processed. But this study has not shown a clear
data, except for hsTnT levels, whose comparison with risk factors was statistically

significant between the groups created.
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V. DISCUSSION

Stress biomarkers: natriuretic peptide study (NT-proBNP)

It has been demonstrated the presence of severe cardiac dysfunction and
poor functional class according to NYHA and a higher plasma BNP levels, in
patients with HCM or dilated cardiomyopathy. Similarly, in HCM has been related
higher BNP levels and severity of symptoms associated with the HF produced.
These symptoms are usually associated with a prevalent diastolic dysfunction,
although with systolic dysfunction too with a lower LV, lower wall hypertrophy
and expansion of the cavity by 10% -15% of the cases. This development usually
occurs during middle age, and with SCD, represents the leading cause of death in
these patients [8;85;200]. These data are consistent with the concentrations found
in our population of patients with HCM who had an increase in the NT-proBNP
levels and a functional class with severe dyspnea (NYHA = III) (498 (218-752) vs
106 (19-276) pg/mL, p <0.001). Besides it is corroborated with a progressively
increasing levels between the three NYJA groups (p=0.005) (figure 19). This
behaviour of NT-proBNP levels has been similary presented in the recent study
bye Coats CJ et al. [201] showing a significant difference in NT-proBNP across
NYHA classes. Thaman R. et al [131] support the theory that the release of NT-
proBNP in ventricular myocytes is caused in a response to increased wall
thickening of the LV. Mutlu B. et al [203] demonstrated the determination of the
NT-proBNP levels, may predict the clinical course of patients with HCM. Patients
presenting baseline levels of NT-proBNP >1500 pg/ml, showed increased risk of
clinical deterioration and worsening symptoms of HF at 2 years away. Therefore,
they proposed a stratification of HCM patients dividing in low, medium and high
risk subgroups, using two simple variables, the NYHA functional class and the NT-
proBNP levels. In our study, we has no shown statistically significant increase of
NT-proBNP values according to the presence of a greater number of SCD risk
factors and only acted as an independent predictor associated with the percentage

of fibrosis.

But the best approximation in the relation of NT-proBNP levels to prognosis

is presented in the recent study of Coats C] et al. [201] showing how NT-proBNP
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was a significant predictor of HF and transplant-related deaths but not SCD or
appropriate shock from an implantable cardioverter defibrillator, in patients with
HCM. This suggests that raised NT-proBNP might identify patients who would
benefit from pharmacological strategies to prevent progressive left ventricular

dysfunction before the onset of clinically apparent HF [201].

Thus it is confirmed that the NT-proBNP values are positively correlated with
the severity of hypertrophy, as well as other studies reported [101;131] and that
NT-proBNP is a biomarker of disease progression in HCM associated to worse
functional capacity. Therefore, we might suggest that serial assessment of this
biomarker could provide a noninvasive nearing of hemodynamic deterioration,

fibrosis and severity of HCM.

Inflammation biomarkers study: hsCRP

The hsCRP is a very sensitive indicator of processes involving by
inflammation. It has been shown to be an independent predictor of cardiovascular
mortality in patients with coronary artery disease [142;204;205]. These studies
provided evidence that elevated hsCRP values indicated the presence of clinically
important inflammatory diseases, and hsCRP behaved as a independently

predictive biomarker of cardiovascular events in these patients.

Lamparter S. et al. were the first to study the hsCRP values in
cardiomyopathies, exactly in idiopathic dilated cardiomyopathy in a cohort of 198
patients [206]. The data obtained showed a higher proportion of patients (41%)
with high hsCRP, associated with functional class III patients versus a 25% with
better funional class status and lower values of hsCRP (p<0.005). Our results, has
no shown similar data compared to those studies. Presenting a cohort of 95
patients, it has not been seen differences among hsCRP values in patients and their
controls. Only a change was observed in the association with higher levels in
patients with worse functional class (figure 22) and also we found significant data
in patients with hypertension and a history of AF that could be attributed to

inflammatory and atherosclerotic role of these covariates.
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The most significant limitations in the study of the serum hsCRP levels,
relapse in the fact that those levels are a non specific reflect of a broad range of
pathologic processes, including local or systemic inflammation, any kind of trauma,
tissue injury or infection. Therefore, hsCRP levels cannot be interpreted without a
complete medical history and physical examination [206]. It also adds that hsCRP
values may vary markedly from day to day, so it would be convenient a kinetic

study.

Endothelial damage biomarkers study: vWF

Endothelial dysfunction is a common finding in HCM patients and its extent
has demonstrated prognostic implications [211]. Plasma levels of vWF are raised
in different states of endothelial damage and have therefore been proposed as
useful markers of endothelial damage/dysfunction [158;159]. In this study, we has
observed how HCM patients present significantly raised plasma levels of vWf and
also are associated with different conditions related to the severity of the disease.
However, in two previous studies no statistically significance differences in vWf
levels have been found between HCM patients and age and gender matched
controls [160;161]. Both studies included only small cohorts of patients, and this
fact could have limited their results. Increase in vWf plasma concentration has
been identified in different entities such as hypertension, atherosclerosis, diabetes
mellitus and AF [212]. They are associated with higher cardiovascular risk and
worse outcomes [212;213]. Our results, has shown that HCM patients with AF have
also higher levels of vWf. Although raised vWf levels in our cohort were also
related with different comorbidities, as hypertension or AF, we demonstrated that
endothelial damage/dysfunction is independently found in HCM. Moreover, the
levels of vWf were related to different conditions linked to disease severity, which
are severe functional class, obstruction and importantly, NSVT. We have shown
that HCM patients with high LVOTG and obstruction have higher vWf levels
compared with patients without them. But, our data has not shown a significant

association between vWf and fibrosis, assessed by LGE.

The precise mechanisms of endothelial dysfunction in HCM are unknown. It is

possible that a thickened ventricle could generate extravascular compressive
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forces that play a role in the microvascular dysfunction seen in HCM [215]. The
existence of microvascular dysfunction could get involved in the pathogenesis of
the hypertrophy observed in HCM patients. It has been shown that endothelial
dysfunction leads to the increased production of a potent vasoconstrictor mediator

produced by vascular endothelial cells such as endothelin-1 [217].

Myocardial necrosis biomarkers study: hsTnT

This study showed that hs-TnT serum levels were elevated in up to 42% of
our cohort of patients with HCM, and in only 4.4% of healthy paired control
subjects. This elevation may reflect a continuous myocyte loss due to a moderate
range of necrosis, and it is associated with parameters of HCM severity as the
functional class, systolic dysfunction, and fibrosis assessed by cardiac MRI. So, we
has observed in this study, how hs-TnT could be an important biomarker in HCM,
reporting the presence of myocardial damage in these patients. Troponins [ and T
are very sensitive and specific indicators of cardiac myocyte injury, and they have
been shown to be independent prognostic predictors in acute coronary syndromes
[168]. In patients with acute decompensated HF, a positive cardiac troponin test is
associated with higher in-hospital mortality, independently of other predictive
variables [165]. In outpatients with stable chronic HF of a nonischemic nature, the
detection of TnT, even at low levels, means an increased risk of adverse cardiac
events, which seems to be independent of other clinical, analytical, and ECG
variables [166]. Omland et al. [167] describes a low but detectable increase in hs-
TnT circulating levels in stable coronary artery disease patients by using the same
methods described in the present study. Those authors presented hs-TnT elevation
in patients with stable coronary artery disease and its association with the
incidence of cardiovascular death and HF. In our study, we have shown that HCM
patients also presented higher hs-TnT levels than control subjects, but, as
expected, this increase was relatively low if than those observed in acute coronary
processes. In earlier studies based on chronic stable patients, only <10% of
patients showed elevated TnT when determined with classic methods [166].
Another study including 60 patients with dilated cardiomyopathy showed up to

28.3% of TnT-positive patients in samples taken in an acute or subacute moment
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[220]. Pop et al [221] showed that troponin released above normal values may be
present in patients with HCM without overt coronary heart disease. Sato et al [168]
demonstrated that HCM patients with increased serum TnT concentrations had a
decrease in LV fractional shortening and ventricular septal thickness on
echocardiogram during follow-up, and they suggested TnT as an indicator of
subclinical myocyte injury and/or progression to dilated HCM. They found 50%
TnT-positive patients in a small sample of 30 HCM patients, supporting our results
[168]. Furthermore, we has shown that hs-TnT levels are associated with severity
parameters in a cohort of HCM patients, but longitudinal studies are necessary to
determine whether hsTnT levels can be a reliable predictive biomarker in

prognosis.

Recently, LAV has been proposed as a good index of diastolic function. Left
atrial size has become a valuable tool in the diagnosis of HF with preserved
ejection fraction. In HCM, left atrial remodeling has been shown to be associated
with greater LV hypertrophy, more diastolic dysfunction, higher filling pressures,
worse functional class, and higher risk of atrial arrhythmias [222]. We found a
strong correlation between TnT levels with the left atrial diameter, but we were
unable to find a significant correlation with LAV. The pathologic changes observed
in cardiac myocytes and fibroblasts are important components of cardiac
remodeling. Besides myocyte injury and apoptosis, fibroblasts and collagen
turnover also play important roles in myocardial remodeling [222]. Coronary
microvascular dysfunction, severe hypertrophy, and myocyte disarray are
associated with an unfavorable outcome in patients with HCM [117]. The
microvascular dysfunction is a possible cause of elevated TnT levels. Therefore,
those data support those obtained in the present study. The association between
TnT concentration and fibrosis presence has been previously observed in
idiopathic dilated cardiomyopathy and secondary cardiomyopathy groups, where
a subgroup of patients with raised concentrations of serum collagen and TnT
showed poor short-term prognosis. In line with the findings of the present study,
something similar occurs in HCM patients, which would explain the association of
hs-TnT levels with the degree of fibrosis assessed by MRI and LV systolic

dysfunction.

211



Papel de los biomarcadores en la miocardiopatia hipertréfica

Growth factors study: GDF-15

Recent studies have evaluated the association between GDF-15 levels and
several cardiovascular pathologies, denoting a link with severity disease and even
more, suggesting it as a new prognostic biomarker in HF [224]. HCM is associated
with a decreased functional status; hence it was pertinent to compare GDF-15
levels and other severity factors in the three well-defined NYHA groups. As
indicated by other reports [225], long-standing hypertension may be the most
common secondary cause of hypertrophy. This condition additionally deteriorates
functional status in younger individuals whereas in the older patients NYHA class,
the difference between HCM with hypertension and HCM narrows and becomes

insignificant [227].

In the present study, elevated GDF-15 levels are indeed associated with
severe disease features in HCM patients, such as increased age, severe NYHA
functional class (NYHA=II), comorbidities and poor outcomes predictors
(hypertension, dyspnea or AF), limited exercise capacity and a mild reduction in
CLcr. In line with the present results, Eggers et al. also reported that
concentrations of GDF-15 were higher in different comorbidities such as
hypertension or diabetes [229]. In addition, the multivariate analysis shows that
GDF-15 levels are related to hypertension (p<0.001) and NSVT (p=0.006). As both
comorbidities irremediably aggravate remodeling and hypertrophy, GDF-15 levels
might reflect pathophysiological changes that occurs in left ventricular remodeling.
NSVT has been proven to be a strong determinant of progressive HF and death in
young patients with HCM; however in patients over 40 years old, NSVT is more
related to a progressive myocyte loss and fibrosis [229]. The current cohort
presents individuals aged of 47.1 years old, hence, the increase of GDF-15 levels
and incidence of ventricular arrhythmia probably reflects worse functional status.
On the other hand, according to the previous commentaries, greater biomarker
influences in the multivariate analysis would have been expected for the GDF-15
levels, which would have denoted severe heart damage. In accordance, the present
data show only significantly increased levels in evolved pathological conditions
and advanced functional class. NYHA I class patients, without a severe profile of

the disease, present lower and moderate GDF-15 levels (table 17), and thus these
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levels do not seem to be involved in HCM disease. Nonetheless, the fact that GDF-
15 levels are not increased in stable patients (class I) confers a stronger power as a
biomarker of changing status, since the cytokine would be only highly increased in
worse functional class (figure 29), which is useful to deduce myocardium depth
damage. Indeed, GDF-15 levels of class Il were slightly raised but notoriously
increased in class III compared to functional class I patients (figure 29),
corroborating the present assumption. In the same line, an interesting report
found that GDF-15 levels predicts noncardiovascular death in older patients alone
or in combination of NT-proBNP [234], although different ages studies, the
predictive value of this biomarker in younger populations requires further

investigation.

Cardiac remodeling and fibrosis biomarkers

There are few studies investigating the role of collagen peptides in HCM.
Lombardi et al. [122] also showed that collagen turnover was enhanced in HCM,
presenting increased concentrations of PIIINP and ICTP compared to healthy
controls. Also defended that collagen I synthesis prevails over degradation and
correlated a passive dysfunction in HCM patients, as seen in other studies [123].
Data presented by Ho et al. showed elevated levels of PICP in HCM patients without
overt disease, reflecting an increased myocardial collagen synthesis on the early
disease [232]. We did not find that relation in our study population with developed
HCM (72.6% of them presented fibrosis), however, we were able to find a higher
ratio PICP/ICTP in patients compared to controls as Ho et al. and previous studies
[232;246]. We propose the use of the ratio PICP/ICTP as a synthesis-degradation
marker of type I collagen turnover, to estimate the degree of interstitial fibrosis
with a simple serum test in HCM. Moreover, HCM can lead to SCD, mainly due to
ventricular tachycardia and it is known that HCM is the most common cause of SCD
in young competitive athletes [9]. We found higher PIIINP levels in patients with
recurrent syncope and higher PICP levels in patients with familiar history of SCD.
These data suggest a collagen remodeling involvement in the development of HF
and SCD in our patients, as described by Lin et al. [244]. The fact that we only

found occasional associations of different peptides of collagen type I/IIl with
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clinical values and not with diastolic dysfunction assessed by Doppler
echocardiography, the gradients of obstruction or the percentage of fibrosis
assessed on MRI, highlights the need of deeper studies in order to establish their

potential clinical use as biomarkers on HCM.

LIMITATIONS

The principal limitation of the present study lies in its purely cross-sectional
design. We could perform only association analyses, but long-term follow-up of our
patients would likely provide additional information to corroborate the proposed
value of hs-TnT for predicting progression to poor clinical states. In addition, this
observational study was based on an selected patient cohort referred to the
specialized participating clinics; therefore, it is subject to potential biases and
interactions among the different variables studied. Thus, the sample
characteristics were typical of those seen in specialized HCM clinics, with a more
severe profile of the disease than that of the overall population of HCM patients. In
addition, obstruction to left ventricular outflow has been only analyzed under
resting conditions and not related to physical activity. As was described by Maron
et al. [113] only exercise permitted the identification of a more severe profile of the
disease than that of the overall population of HCM patients, in whom progressive

HF symptoms are explained by latent exercise-induced obstruction.
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VL CONCLUSIONS

Conclusion 1:

e Increased concentrations of NT-proBNP, suggest the existence of an increased
wall tension and increased ventricular stiffness due to deposition of fibrotic tissue,
in HCM patients. A marked endothelial damage has been observed, as evidenced
elevated vWF levels in patients. The presence of a cardiomyocyte necrosis is
confirmed in the slight but significant increase of hsTnT levels in HCM subjects.
Among the studied collagen peptides, only the ICTP was increased in patients,
suggesting that type I collagen degradation may play a role in extracellular tissue

remodeling that takes place in the HCM.

Conclusion 2:

e There is an association between serum levels of NT-proBNP, vWF, hsTnT and
GDF-15, with worse functional class. The hsCRP values obtained even were
associated with worse functional capacity, not suggested the presence of an

inflammatory condition in the HCM pathophysiology.

Conclusion 3:

e NT-proBNP was associated with the fibrosis degree estimated by LGE. vWF levels
has been linked to obstruction and non-sustained ventricular tachycardia, whereas
not with the LGE. Higher values of hsTnT was clearly related to an increased
fibrosis in addition to systolic dysfunction, therefore this increase may reflect a
continuous myocyte loss due to a moderate range of necrosis. In the group of
collagen peptides studied of collagen type I and III metabolism, have been
inconclusive results that could explain an imbalance between tissue remodeling,

destruction and formation of myocardial fibrotic tissue.
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ANEXO 1

Modelo de consentimiento informado de los pacientes con MCH del estudio:
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ANEXO 11

Carta emitida por el Comité ético del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca
aprobando el estudio. (Ver al final).

ANEXO 111

Comunicaciones a congresos y articulos publicados a raiz del desarrollo de este

trabajo de investigacion.

COMUNICACIONES A CONGRESOS NACIONALES

CONGRESO: V CONGRESO NACIONAL DE LABORATORIO CLINICO. MALAGA 9-
11 de Noviembre de 2011.

Autores: ].A. Vilchez Aguilera, D. Hernandez Romero, F. Ruiz Espejo, E. Jover, A.
Garcia Honrubia, E. Orenes Pifiero, M. Valdés, P. Martinez Hernadndez, F. Marin
Ortuio

Titulo: COMPORTAMIENTO DE LOS PEPTIDOS DEL COLAGENO EN EL
REMODELADO MIOCARDICO DE PACIENTES CON MIOCARDIOPATIA
HIPERTROFICA

Servicio de Andlisis Clinicos. Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia).
Servicio de Cardiologia. Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia).

CONGRESO: IV CONGRESO NACIONAL DE LABORATORIO CLINICO. ZARAGOZA
2010.

Autores: Vilchez Aguilera, JA'; Cambronero, F?; Ruiz-Espejo, F1; Casas Pina, T%
Hernandez Romero, D% Garcia Honrubia, A3; Roldan, V4; Climent Pay3, V3; Valdés,
M?; Martinez Hernandez, P'; Marin Ortufio, F2.

Titulo: EL FACTOR VON WILLEBRAND COMO MARCADOR DE DISFUNCION
ENDOTELIAL EN LA MIOCARDIOPATiIA HIPERTROFICA.

1. Servicio de Analisis Clinico. Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca
(Murcia).

2. Servicio de Cardiologia. Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia).

3. Servicio de Cardiologia. Hospital General de Alicante.

4. Hospital Morales Meseguer (Murcia).
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CONGRESO: CONGRESO DE LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES (SEC).
VALENCIA 2010.

Autores: M2 Victoria Moreno Flores, Eva Jover Garcia, Diana Hernandez Romero,
Juan Antonio Vilchez Aguilera, Antonio Garcia Honrubia, Vicente Climent Pay3,
Mariano Valdés Chavarri, Francisco Marin.

Titulo: CONCENTRACION SERICA DE TROPONINA T ULTRASENSIBLE. UN
NUEVO BIOMARCADOR DE REMODELADO CAARDIACO EN MIOCARDIOPATIA
HIPERTROFICA

Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia), Hospital General
Universitario, Alicante y Hospital General Universitario de Elche, Elche (Alicante).

Autores: Eva Jover Garcia, Diana Hernandez Romero, Antonio Garcia Honrubia,
Juan Antonio Vilchez Aguilera, Gonzalo de la Morena Valenzuela, Vicente Climent
Pay4a, Mariano Valdés Chavarri, Francisco Marin.

Titulo: FACTOR DE DIFERENCIACION DEL CRECIMIENTO-15 (GDF-15), UN
NUEVO BIOMARCADOR DE SEVERIDAD EN MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA.
Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia), Hospital General
Universitario, Alicante y Hospital General Universitario de Elche, Elche (Alicante).

CONGRESO: CONGRESO DE LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES (SEC).
BARCELONA 2009.

Autores: Francisco ]. Cambronero Sanchez, Francisco Ruiz Espejo, Juan Antonio
Vilchez Aguilera, Antonio Garcia Honrubia, Vicente Climent Paya, M2Victoria
Moreno Flores, Mariano Valdés Chavarri, Francisco Marin Ortufio.

Titulo: LA DISFUNCION ENDOTELIAL EN LA MIOCARDIOPATIA
HIPERTROFICA SE ASOCIA A UNA ENFERMEDAD MAS SEVERA

Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, El Palmar (Murcia) y Hospital General
Universitario, Alicante.

COMUNICACIONES A CONGRESOS INTERNACIONALES
2011

CONGRESS: IFCC-WORLDLAB AND EUROMEDLAB, BERLIN 2011.

Authors: JA. Vilchez!, D. Hernandez-Romero?, F. Ruiz-Espejol, E. Jover?, T. Casas
Pinal, E. Orenes-Pinero?, M. Valdés?, P. Martinez-Hernandez! and F. Marin OrtufioZ.
Tittle: EVALUATION OF COLLAGEN PEPTIDES ON THE MYOCARDICAL
TURNOVER IN HYPERTROPHIC CARDIOMYOPATHY

(1) Clinical Analysis Service, University Hospital Virgen de la Arrixaca, Murcia,
Spain.

(2) Cardiology Service, University Hospital Virgen de la Arrixaca, Murcia, Spain.
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ESC CONGRESS: EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY. STOCKHOLM 2010.

Authors: D. Herndndez-Romero, E. Jover, J.A. Vilchez, A. Garcia-Honrubia, B.
Bonacasa, G. De La Morena, V. Climent, P. Martinez, M. Valdes, F. Marin

Tittle: GROWTH-DIFFERENTIATION FACTOR-15, A NOVEL BIOMARKER OF
SEVERITY DISEASE IN HYPERTROPHIC CARDIOMYOPATHY.

(Murcia and Alicante, ES)

Authors: D. Hernandez-Romero, J.A. Vilchez, V. Moreno, A. Garcia-Honrubia, F.
Cambronero, T. Casas, P. Martinez, V. Climent, M. Valdes, F. Marin Tittle: SERUM
LEVELS OF HIGH SENSITIVE TROPONIN T. A NOVEL MARKER FOR CARDIAC
REMODELING IN HYPERTROPHIC CARDIOMIOPATHY.

(Murcia and Alicante, ES)

2009

ESC CONGRESS: EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY. BARCELONA 20009.
Authors: F. Cambronero, F. Ruiz-Espejo, J.A. Vilchez, A. Garcia-Honrubia, V.
Roldan, D. Hernandez-Romero, G. De La Morena, V. Climent, M. Valdes, F. Marin
Ortufio  Tittle: ENDOTHELIAL DYSFUNCTION IN HYPERTROPHIC

CARDIOMYOPATHY IS RELATED TO MORE SEVERE DISEASE.
(Murcia and Alicante, ES)
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ARTICULOS PUBLICADOS EN REVISTAS INTERNACIONALES

2012

Authors: Silvia Montoro-Garcia®, Diana Herndndez-Romero?, Eva Jover®, Antonio
Garcfa-Honrubia?, Juan Antonio Vilchez?, Teresa Casas®, Pedro Martinez?, Vicente
Climent?, Luis Caballero?, Mariano Valdés?!, Francisco Marin?.

Tittle: GROWTH DIFFERENTIATION FACTOR-15, A NOVEL BIOMARKER
RELATED WITH DISEASE SEVERITY IN PATIENTS WITH HYPERTROPHIC
CARDIOMYOPATHY.

1. Department of Cardiology. Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia,
Spain.

2. Department of Cardiology. Hospital General de Alicante.

3. Department of Clinical Analysis. Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca,
Murcia, Spain.

REF. REVISTA/LIBRO: Eur | Intern Med. 2012 Mar;23(2):169-74. Epub 2011 Sep
15.

2011

Authors: Juan Antonio Vilchez', Diana Hernandez-Romero? Francisco Ruiz-
Espejo’, Antonio Garcia-Honrubia®, Mariano Valdés?, Pedro Martinez-Hernandez"
and Francisco MarinZ.

Tittle: COLLAGEN PEPTIDES, INTERSTITIAL REMODELING AND SUDDEN
CARDIAC DEATH IN HYPERTROPHIC CARDIOMYOPATHY

1 Clinical Analysis Service, University Hospital Virgen de la Arrixaca, Murcia, Spain
2 Cardiology Service, University Hospital Virgen de la Arrixaca, Universtity of
Murcia, Spain

3 Cardiology Service, Hospital General Universitario de Elche, Alicante, Spain

REF. REVISTA/LIBRO: Clin Chem Lab Med. 2011 Sep;49(9):1569-71. Epub 2011
Jun 13.

2010

Authors: Victoria Moreno?, Diana Hernandez-Romero?, Juan Antonio Vilchez?
Antonio Garcia-Honrubia3, Francisco Cambronero®, Teresa Casas? Pedro
Martinez?, Vicente Climent3, Mariano Valdés?, Francisco Marin®.

Tittle: SERUM LEVELS OF HIGH SENSITIVE TROPONIN T. A NOVEL MARKER
FOR CARDIAC REMODELING IN HYPERTROPHIC CARDIOMYOPATHY.

1. Department of Cardiology. Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia,
Spain.

2. Department of Clinical Analysis. Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca,
Murcia, Spain.

3. Department of Cardiology. Hospital General de Alicante.

REF. REVISTA/LIBRO: Journal of Cardiac Failure. 2010 Dec;16(12):950-6.
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Authors: Francisco Cambronero?,Juan Antonio Vilchez? Antonio Garcia-
Honrubia3, Francisco Ruiz-Espejo?, Victoria Moreno?, Diana Hernandez-
Romero', Borbara  Bonacasa',Rocio  Gonzalez-Conejero* Gonzalo de la
Morena?, Pedro Martinez?, Vicente Climent?, Mariano Valdés?, Francisco Marin?.
Tittle: PLASMA LEVELS OF VON WILLEBRAND FACTOR ARE INCREASED IN
PATIENTS WITH HYPERTROPHIC CARDIOMYOPATHY.

1. Department of Cardiology. Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia,
Spain.

2. Department of Clinical Analysis. Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca,
Murcia, Spain.

3. Department of Cardiology. Hospital General de Alicante.

4. Centro Regional de Hemodonacion. Universidad de Murcia.

REF. REVISTA/LIBRO: Thrombosis Research. 126(1): 46-50. Epub 2010 Feb 13.

NOTA: Articulos completos adjuntos al final.
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Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is characterised by inappropriate hypertrophy, small-vessel coronary
artery disease, myocyte disarray and increased interstitial fibrosis. Microvascular dysfunction is a common
finding in HCM and its extent has been proposed as an important prognostic marker. Plasma von Willebrand
factor (vWf) is an established marker of endothelial damage or dysfunction; however it has scarcely been
studied in HCM. We hypothesised that vWTf could be raised in patients with HCM and be related to different
variables associated with severity of HCM.
Methods: We included 124 HCM patients, 93 males, aged 48 4- 15 years, 59 healthy control subjects with
similar age and sex and 20 patients with ischemic heart disease but clinical stability for the last 6 months. A
complete history and clinical examination was performed, including 12-lead electrocardiogram, echocardi-
ography, 24 hours ECG-Holter monitoring, and symptom limited treadmill exercise test. Risk factors for
sudden death were evaluated. A blinded cardiac MRI was performed with late enhanced study with
Gadolinium. Plasma vWf levels were assayed by commercial ELISA.
Results: Patients showed higher levels of vWf (140.0 + 65.0 Ul/ml vs 105.0 & 51.0 Ul/ml, p<0.001) even after
adjusting for ABO blood group. vWf levels were found raised in patients with severe functional class (168.4 4+
65.9 Ul/mL vs 132.4460.7 Ul/mL, p=0.020), atrial fibrillation (175.8 4 69.4 Ul/mL vs 133.0 £ 59.0 Ul/mL,
p=0.005), hypertension (161.4460.8 vs 128.9460.5, p=0.010) obstruction (153.9+67.9 vs 128.2+
57.4 Ul/mL, p=0.046) and non sustained ventricular tachycardia (159.3 +59.1 vs 133.0 £ 63.0, p =0.049).
vWI correlated with age (1:0.26; p=0.006) and obstruction (r:0.22; p=0.021).
Conclusions: We show, for the first time, patients with HCM present significantly raised levels of vWf. These
are associated with different conditions related to the severity of the disease.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Introduction

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is defined by the presence of
left ventricular hypertrophy, myocyte disarray and interstitial fibrosis.
One of the less known characteristic of HCM is the existence of
microvascular dysfunction with functional and morphological abnor-
malities in small intramural coronary arteries and subendocardial
arteriola [1]. Functionally, the endothelium-dependent coronary
vasodilatation is impaired with an abnormal vasocontrictor response
to acetylcholine [1], cold pressor test [2] and pacing stimulation [3]. In
addition, hyperaemic myocardial blood flow as measured by PET scan
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is severely blunted, with particularly pronounced hypoperfusion at
the subendocardial layer, indicative of microvascular dysfunction
[4,5]. The morphological substrate underneath the microvascular
dysfunction consists of a thickening of the arteriolar wall and its
intima with a consequent narrowing of the lumen, and an abnormal
ultrastructure of endothelial cells [6-10]. These altered vessels are
usually within the fibrous tissue or in close proximity to these areas.

The measurement of plasma biomarkers in HCM provides
interesting information about abnormal pathophysiology and prog-
nosis [11]. Microvascular dysfunction might be reflected by elevated
levels of circulating biomarkers. In fact, Dimitrow et al. [12] have
recently found that some endothelial dysfunction markers were
elevated in HCM compared to healthy individuals, suggesting that
endothelium in HCM could be functionally abnormal. However, von
Willebrand factor (VWF), one of the classic and established
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endothelial marker of damage/dysfunction [13,14], has recently been
analysed in two, but small, studies comparing levels between HCM
patients and age- and gender matched controls. The authors found no
statistically significant differences between both groups [12,15].

Due to consistent data demonstrating the existence of a micro-
vascular dysfunction in HCM, we hypothesised that vWf could be
raised in patients with HCM and be related to different variables
associated with severity of HCM. Hence, we have determined plasma
levels of vWF in a larger population of complete studied HCM patients
and compared it with healthy controls to assess whether vWI  is
increased in HCM and its relation with different variables associated
with severity of the disease.

Patients and methods
Patients

We included 124 HCM consecutive patients from Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia, and Hospital General
Universitario de Alicante, Spain, both centres with a specific unit for
the disease, and were compared to two control groups. The first of
them consisted of 59 healthy subjects with similar age and sex
without cardiovascular disease and the second control group
consisted of 20 patients with previous ischaemic heart disease but
clinical stability for the last 6 months. In the HCM group 91 (73%)
were males and aged 48 4- 15 years. The diagnosis of HCM was based
in the presence of a left ventricular wall thickness of at least 15 mm
without any other cause that could lead to ventricular hypertrophy.
Exclusion criteria were patients with concomitant neoplasic, infec-
tious, connective tissue or inflammatory diseases, as these conditions
have been associated with abnormal vWf levels. All recruited subjects
gave their informed consent to participate in the study, which was
approved by the local Research Committee in accordance with the
Declaration of Helsinki, as amended in Edinburgh in 2000.

Design and procedures

A complete history and clinical examination were performed,
including 12-lead electrocardiogram, echocardiography, symptom
limited treadmill exercise test and 24 hours ECG-Holter monitoring.
Exercise treadmill test was performed by Bruce’s protocol. Maximal
exercise was continued until patient exhaustion. MET values
(metabolic equivalent units) were calculated. Risk factors for sudden
death were evaluated (personal and family history of sudden death,
recurrent unexplained syncope, maximal wall thickness 30 mm, left
ventricular outflow tract gradient >30 mmHg, abnormal blood
pressure response during effort test, and non-sustained ventricular
tachycardia). Cardiac magnetic resonance was performed on a 1.5T
scanner (Intera; Philips Medical Systems, Best, The Netherlands). A
peripheral bolus injection of Gadolinium-DTPA (0.2 mmol/Kg) was
administered and late contrast-enhanced images were acquired using
a segmented inversion-recovery sequence. Gadolinium enhancement
images were acquired in the left ventricular short-axis orientation.

Blood samples and laboratory assays

Venepuncture was performed in the morning on patients who had
been fasting for >12 hours. Blood samples were drawn atraumatically.
Citrated plasma and serum samples were obtained by centrifugation
for 15 minutes at 3500 g. Aliquots were stored at -40 °C to allow batch
analysis. Von Willebrand factor plasma levels were assayed by ELISA
(Zymutest, Aniara Corporation, Mason, Ohio) following the instruc-
tions of the manufacturer. The inter-assay and intra-assay variations
for vWf determining were 5-10% and 3-8% respectively, with lower
detection limits <0.5 pg/mL for vWf. Genetic identification of ABO
blood group was performed essentially as described elsewhere [16].

Statistical analysis

Continuous variables were tested for normal distribution by the
Kolmogorov-Smirnov test. The normal distributed continuous variables
are shown as mean 4 standard deviation, and those non-parametrically
distributed are shown as median (interquartile range). Categorical
variables are presented as frequencies (percentages). Comparisons
between groups for continuous variables were performed with the
unpaired t test for independent samples or the Mann-Whitney U test (as
appropriate). Comparisons of the groups for continuous variables were
performed with the ANOVA test for independent samples or the
Kruskall Wallis test (as appropriate). The comparison of discrete
variables was done via the x? test or the Fisher test (as appropriate).
Correlation between two variables was performed by Pearson test
(if relevant by Spearman test). Multiple linear regression analyses were
also undertaken with the concentrations of vWf as dependent variables
and clinical characteristics as independent variables. A two-side
probability value of p<0.05 was considered statistically significant.
Statistical analyses were carried out with SPSS version 15.0 software
(Chicago, Illinois, USA).

Results

Table 1 shows the clinical and demographic characteristics of patients
with HCM and both control groups. HCM patients showed higher levels
of vWf as compared to healthy controls (139.6 4- 64.8 Ul/mL vs 105.0 +
51.0 Ul/mL, p<0.001) but there was only a trend as compared with the
ischaemic group (139.6 & 64.8 Ul/mLvs 121.4 + 36.6 Ul/mL; p: 0.077).In
the whole population of the study (controls and HCM patients), there
were statistical differences in the levels of vWf between group 0 and
group non 0 (group 0 116.2 4-58.6 Ul/ml vs group non 0 137.3+584,
p=0.022) but the distribution of ABO blood groups were similar in
controls and HCM patients (p=0.411). In linear regression analysis
being a patient showed a significant although not very strong association
with the concentration of vVWf (12:0.084; p = 0.001). However, ABO blood
group showed no association (p=0.129).

In regarding clinical characteristics associated with vWflevels in HCM
patients the differences in vWf levels are resumed in Tables 2 and 3.
Raised vWT concentration was found in patients with severe functional
class (168.44-65.9 Ul/mL vs 132.4 4 60.7 Ul/mL, p: 0.020), atrial fibril-
lation (175.8 +£69.4 Ul/mL vs 133.0 4 59.0 Ul/mL, p = 0.005), hyperten-
sion (161.44-60.8 Ul/mL vs 128.9 £60.5 Ul/mL, p=0.010), significant
obstruction (153.9467.9 Ul/mL vs 128.2 + 57.4 Ul/mL, p=0.046), non
0 blood group (152.9+ 61.7 Ul/mL vs 126.2 + 64 Ul/mL, p=0.035) and
non sustained ventricular tachycardia (159.3 +59.1 Ul/mL vs 133.0+
63.0 Ul/mL, p=0.049). No differences between patients with angina
or without it were found (143.5464.2 Ul/mL vs 134.3 4+63.5 Ul/mL,
p=0.466). Atrial fibrillation does not seem to be the only variable
responsible of the differences between HCM patients and healthy
controls because when we compared HCM patients in sinus rhythm
with healthy controls the differences in vVWf plasma levels are still
significant (133.04-59.0 Ul/mLvs 105.1 4-51.2, p=10.005) (Fig. 1). These
differences does not exist between HCM patients in sinus rhythm and
ischaemic controls (133.04+59.0 Ul/mL vs 121.5+36.6, p=0.270),
another well known disease with endothelial dysfunction. There were
no other significant associations between vWTf levels and clinical
variables.

Increased in blood levels of vWf had significant correlation with
age (r:0.26; p=0.006) and left ventricular outflow tract systolic
gradient (r:0.22; p=0.021). In the multivariate analysis (linear
regression), adjusting by age, severe functional class, hypertension,
atrial fibrillation, obstruction, ABO blood group and non sustained
ventricular tachycardia, the concentration of vWf was associated
with the proposed model (r?:0.18; p=0.001). Atrial fibrillation
(p=0.001), ABO blood group (p=0.018) and non sustained ventricular
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Table 1
Baseline characteristics of the study population.

Clinical variables Patients Healthy controls Ischemic controls
(n: 124) (n: 59) (n: 20)

Male sex 93 32 16
Age 47.74+14.8 478+11.0 51.1+£79
NYHA I 56 59 20

il 48

11 20
Hypertension 36 6 8
Diabetes mellitus 6 2 7
Familiar sudden death 23 - -
Syncope 22 - -
Maximum LV wall thickness (mm) 20.6+5.1 - -
E/A relation 1.37+0.64 - -
LV outflow tract obstruction (>30 mm) 43 - -
Abnormal blood pressure response (n=95) 35 - -
METs 9.02+3.29 - -
Non-sustained ventricular tachycardia 31 - -
Atrial fibrillation 21 - -
LVEF (%) 67.7+£10.8 - -
Clinical Angina, n (%) 57 (46%) - -
LGE, n (%) 84 (67%) - -
Months from diagnosis 141+ 82 - -

NYHA: New York Heart Association functional class.
LVEF: left ventricular ejection fraction.

E/A relation: ratio of the early and late waves of spectral Doppler of ventricular filling.

METs: Metabolic equivalents.

tachycardia (p=0.041) were the three variables that remained
associated with the levels of this biomarker.

Discussion

Endothelial dysfunction is a common finding in HCM patients and
its extent has demonstrated prognostic implications [4]. Plasma levels
of VWF are raised in different states of endothelial damage and have
therefore been proposed as useful markers of endothelial damage/
dysfunction [13,14]. In the present study, we show for the first time
that HCM patients present significantly raised plasma levels of vWf
and they are associated with different conditions related to the
severity of the disease. This is not the first biomarker of microvascular
dysfunction found to be increased in HCM. In fact, Dimitrow et al.,
have shown that soluble thrombomodulin (sTM), tissue factor
pathway inhibitor (TFPI), asymmetric dimethylarginine (ADMA),
symmetric dimethylarginine (SDAM) are elevated in HCM compared
to healthy individuals, indicating that endothelial dysfunction can be
detected in peripheral blood. However, in two previous studies no

statistically significance differences in vWf have been found between
HCM patients and age and gender matched controls [12,15]. Both
studies included only small cohorts of patients, and this fact could
have limited their results.

Increase in VWf plasma concentration has been identified in
different entities such as hypertension, atherosclerosis, diabetes
mellitus and atrial fibrillation [17]. They are associated with higher
cardiovascular risk and worse outcomes [17-19]. Our results show
that HCM patients with AF have also higher levels of vWTf. Although
raised levels of vWf in our cohort were also related with different
comorbidities, as hypertension or atrial fibrillation, we demonstrated
that endothelial damage/dysfunction is independently found in HCM.
Moreover, the levels of vWf were related to different conditions linked
to disease severity, which are severe functional class, obstruction and
importantly, non sustained ventricular tachycardia.

We have shown that HCM patients with LVOT high gradient and
obstruction have higher levels of vWf compared with patients without

Table 3
Table 2 Bivariate correlations of vWf (Pearson’s correlation).
Differences in vWf value associated with clinical features. r value p value
Condition VWF value p value Age r: 0.26 p=0.006
LAV r: 0.01 p=0.968
A L MLVT I -0.03 p=0.761
NYHA class > I1I/IV 168.4 +65.9 132.4+60.7 p=0.020 LVOTSG r: 0.22 p=0.021
AF 175.84+-69.4 133.0£59.0 p=0.005 NT-proBNP r: 0.02 p=0.700
Male 141.94+60.5 132.24+70.3 p=0.467 LVEDD r: 0.11 p=0.267
Hypertension 161.4 +60.8 128.9+60.5 p=0.010 LVESD r: 0.03 p=0.730
Syncope 139.5456.6 139.1+63.4 p=0.979 LVEF r: 0.55 p=0.570
LVOTSG >30 mmHg 153.9467.9 12824574 p=0.046 E/A ratio r: 0.05 p=0.618
ABPR (n=95) 143.24+61.1 135.5+64.4 p=0.567 METs r:-0.11 p=0.280
NSVT 159.34+59.1 133.04+63.0 p=0.049 ) B
LGE 138.7 4681 144.8+56.1 p=0.652 LAV: Indexed left atrial volume. .
. MLVT: Maximal left ventricular wall thickness.
Angina LDty Lot st s p=0.466 LVOTSG: Left ventricular outflow tract systolic gradient.
ABO blood group 126,2 + 64 1529+ 61.7 p=0035 - Lelt ventricular outtiow tract systolic gracient.

AF: History of paroxysmal, persistent or permanent atrial fibrillation.
LVOTSG: Left ventricular outflow systolic gradient.

ABPR: Abnormal blood pressure response to exercise.

NSVT: Non sustained ventricular tachycardia in Holter monitoring.
LGE: Late Gadolinium enhancement in cardiac resonance.

NT-proBNP: N-terminal portion of pro B type natriuretic peptide.

LVEDD: Left ventricular end-diastolic diameter.

LVESD: Left ventricular end-systolic diameter.

LVEF: Left ventricular ejection fraction.

E/A ratio: ratio of the early and late waves of spectral Doppler of ventricular filling.
METs: Metabolic equivalent units.
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Fig. 1. Comparison by pairs of vWf plasma levels in two different subgroups of HCM
patients and controls (in brackets number of patients of each group).

them. The accelerated flow due to LVOT obstruction may stimulate
platelets or endothelial cells through an increase in shear stress that in
turn increase the production of vWf and thrombin [20]. Apart from
this increase, as demonstrated by Le Tourneau et al. [21], high shear
forces enhance proteolysis of the largest vVWf multimers, produces
vWI function impairment and an acquired von Willebrand syndrome.
This impairment of vWI function was independently associated with
the magnitude of obstruction and its reduction was associated with an
improvement in vVWf function. However, major spontaneous bleeds
are rare in HCM patients. In contrast HCM patients have much higher
thromboembolic risk than healthy people [22]. The activation of
thrombin and platelets compensate and even tip the balance to the
other side making the risk of having an embolic event more likely than
a haemorrhagic one.

The precise mechanisms of endothelial dysfunction in HCM are
unknown. It is possible that a thickened ventricle could generate
extravascular compressive forces that play a role in the microvascular
dysfunction seen in HCM [5]. Another possibility is the existence of
disturbed [23,24] or activated platelets [20] that produce platelet
derived growth factor (PDGF). It is known that PDGF has the potential
to induce the proliferation of vascular smooth muscle cells, fibroblasts,
and endothelial cells [25,26].

Magnetic resonance is a very useful tool in patients with HCM. It allows
differentiating subtypes of HCM, existence of wall motion anomalies,
ejection fraction and the presence of mitral valve systolic anterior motion
or mitral regurgitation [27]. Moreover, LGE (late galodinium enhacement)
images are becoming an established method to non-invasively assess the
presence of fibrosis [28]. Extensive LGE reflects greater disease expression.
It is associated with more severe myocardial damage and with adverse
clinical outcomes [29]. Indeed, our group has recently demonstrated an
association between LGE, non-sustained ventricular tachycardia and LVOT
obstruction [30]. All these data suggest that it may be closely linked to
prognosis. However, our data do not show a significant association
between vWf and fibrosis, assessed by LGE.

The existence of microvascular dysfunction could get involved in
the pathogenesis of the hypertrophy observed in HCM patients. It has
been shown that endothelial dysfunction leads to the increased
production of a potent vasoconstrictor mediator produced by vascular
endothelial cells such as endothelin-1 [31]. Endothelin-1 (ET-1) has
been found to be increased in HCM patients. ET-1 causes hypertrophy
in cultured heart muscle cells [32], suggesting a role of ET-1 in the
development of cardiac hypertrophy [33]. Also, recently published, it
has been shown that ET-1 increases levels of vWf in humans [34]

producing a reciprocal interaction. Microvascular dysfunction
increases ET-1 that in turn stimulates the production of vVWH.

Conclusions

We show, for the first time, that patients with HCM present
significantly raised levels of vWT. These are associated with different
conditions related to the severity of the disease, that is, severe
functional class, obstruction and non sustained ventricular tachycar-
dia. Increased levels of vWf seem to be the result of microvascular
dysfunction and not due to conditions related to HCM.
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ABSTRACT

Background: Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is characterized by inappropriate hypertrophy, small-
vessel coronary artery disease, myocyte disarray, and increased interstitial fibrosis. High-sensitivity troponin
T (hs-TnT) could be a reliable indicator of myocardial remodeling, a proposed prognostic marker in HCM.
Therefore we hypothesized that increased hs-TnT levels are related to different variables associated with myo-
cardial remodeling, such as the presence of fibrosis assessed with cardiac magnetic resonance imaging (MRI).
Methods and Results: We included 95 hemodynamically stable HCM patients, 72 male, aged 45.7 = 14.2
years, and 45 healthy control subjects with similar age and gender. A complete history and clinical examination
was performed, including 12-lead electrocardiogram (ECG), echocardiography, 24-hour ECG-Holter monitor-
ing, symptom-limited treadmill exercise test, and late gadolinium enhancement in cardiac MRI. Risk factors for
sudden death were evaluated. A blinded cardiac MRI was performed with late gadolinium enhancement study.
Serum hs-TnT levels were assayed. A high proportion (42%) of hemodynamically stable patients studied
showed increased levels of hs-TnT. The hs-TnT levels were raised in patients with severe dyspnea: New
York Heart Association (NYHA) functional class =3 (P = .020), outflow obstruction (P = .013), systolic dys-
function (P = .037), abnormal blood pressure response (P = .036), and presence of gadolinium enhancement
(P = .021). The hs-TnT levels correlated positively with the maximum left ventricular wall thickness (r = 0.47;
P < .001), left atrial diameter (» = 0.36, P = .014), and outflow gradient (r = 0.28; P = .008).

Conclusions: A high proportion of hemodynamically stable patients show increased levels of hs-TnT. We
observed that raised hs-TnT serum levels are associated with different conditions related to the severity of

the disease. (J Cardiac Fail 2010;16:950—956)

Key Words: Hypertrophic cardiomyopathy, troponin and cardiac remodeling.

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) has been defined
morphologically by unexplained hypertrophy in the absence
of hemodynamic stress, and at the histological level by myo-
cyte disarray, fibrosis, and abnormalities of the intramyocar-
dial small vessels.' Serum concentration of cardiac troponin
T (TnT) is a specific and high-sensitivity marker of myocar-
dial injury and its diagnostic and prognostic values have been
well established in acute coronary syndromes.”

On the other hand, patients with idiopathic dilated car-
diomyopathy with particularly poor prognosis show in-
creased serum concentrations of TnT in the absence of
significant coronary stenoses.” These elevated levels of
TnT could be due to ongoing myocardial damage or leak-
age of myofibrillar components and may reflect the loss
of viable cardiac myocytes characteristic of progressive
heart failure.* All of these studies, based on classic TnT
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determination methods, reveal strong discrepancies among
the number of TnT-positive patients, probably owing to
the heterogeneous detection limit of the technique used
(0.01—0.013 ng/mL, depending on the manufacturer and
the generation of the assay) and the selected cutoff point.
In addition, the hemodynamic state (acute or stable) of
the patients at the moment of the TnT determination also
adds difficulty to the evaluation of this biomarker in other
cardiopathies different form acute coronary syndromes.
Newly developed techniques, such as high-sensitivity (hs)
TnT determination, have been shown to improve the diag-
nosis in acute coronary syndromes. The detection and quan-
tification of TnT based on methods with increased
sensitivity> could help in the diagnosis of these pathologies.
The role of troponin levels in patients with HCM is not
clearly established. However, circulating troponin levels
showed an association with a significantly lower shortening
fraction and thicker interventricular septum.? ®

In HCM, ischemia may occur due to severe hypertrophy,
myocyte disarray, or small vessel disease.” Severe micro-
vascular dysfunction is a potent long-term predictor of
left ventricular (LV) adverse remodeling and systolic dys-
function in HCM.” Moreover, myocyte injury, coronary
microvascular dysfunction, and fibroblast and collagen
turnover also play an important role in cardiac remodeling.
A continuous extracellular matrix remodeling takes place in
HCM.,® undergoing increased interstitial fibrosis due to in-
creased amounts of collagen type I/III deposition.” Regions
of myocardial late gadolinium enhancement assessed by
cardiac magnetic resonance imaging (MRI) reflect in-
creased myocardial collagen.'® We previously demon-
strated an important association of several -clinical
variables and risk factors with late gadolinium enhance-
ment in HCM patients."'

We therefore hypothesized that an increase in hs-TnT
levels could be related to different variables associated
with ventricular remodeling in HCM. In this setting we ex-
plore the association with clinical variables (ie, age, gender,
hypertension, sudden death family, angina syncope, atrial
fibrillation, and functional class), echocardiographic vari-
ables (LV outflow tract obstruction, LV wall thickness,
left atrial dilation,'? and diastolic function indices'? ), other
techniques’ determinations (abnormal blood pressure re-
sponse to exercise, nonsustained ventricular tachycardia
in the Holter registry, or late gadolinium enhancement in
MRI), or biomarkers of myocardial wall stress'* (N-
terminal pro—B-type natriuretic peptide [NT-proBNP]) or
inflammation (hs C-reactive protein [CRP]).

Patients and Methods

We included 95 HCM stable patients attending a cardiology
outpatient clinic for routine follow-up, from two referral hospitals
in Spain (Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia,
and Hospital General Universitario, Alicante), aged 45.7 £ 14.2
years old and 72 (75.8%) of them male. The criteria for diagnosis
of HCM was the presence of a LV wall thickness of =15 mm
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without any other cause that could lead to ventricular hypertrophy,
and in the case of first-degree relatives of affected individuals, pro-
posed familial criteria were used. Exclusion criteria were patients
with concomitant neoplasm, infection, connective tissue disease,
diabetes mellitus, secondary or refractory primary hypertension
with need of two or more drugs, demonstrated ischemic heart dis-
ease, anticoagulant treatment, or inflammatory disease. A com-
plete history and clinical examination was performed, including
12-lead electrocardiogram (ECG), echocardiography, symptom-
limited treadmill exercise test and 24-hour ECG-Holter monitor-
ing. Exercise treadmill test was performed by the Bruce protocol.
Maximal exercise was continued until patient exhaustion. Meta-
bolic equivalent (MET) units were calculated. Risk factors for
sudden death were evaluated (personal and family history of sud-
den death, recurrent unexplained syncope, maximal wall thickness
=30 mm, rest LV outflow tract gradient >30 mm Hg, abnormal
blood pressure response during effort test, and nonsustained ven-
tricular tachycardia on 24-hour Holter monitoring). HCM patients
were compared with 45 control subjects with similar age and gen-
der. Control subjects were selected among working people within
the two hospitals by using the same exclusion criteria as for pa-
tient recruitment. Each of the patients and control subjects gave
his or her signed consent to participation. The Research Ethics
Committee of the two centers approved the study.

Echocardiography Study

The following parameters were measured in the echocardio-
graphic study: LV cavity size, interventricular septal and posterior
wall thickness, maximal LV thickness, and ejection fraction were
measured in accordance with European Society of Echocardiogra-
phy recommendations. We defined systolic dysfunction as the
value of the ejection fraction below the cutoff point of 50%.
Left atrial volume (LAV) was measured from two orthogonal
views. LAV was indexed to body surface area. Pulsed-wave
Doppler tracings of mitral inflow were obtained by placing a sam-
ple volume at the tips of mitral valve from an apical view. Peak
Doppler velocities were analyzed to determine early (E-wave)
and late (A-wave) diastolic flow across the mitral valve. Doppler
tissue imaging of the mitral annulus was obtained from the apical
four-chamber view, and peak early tissue Doppler velocities of the
medial mitral annulus (E’ wave) were analyzed, E/E’ ratio was cal-
culated. Left ventricular outflow tract gradient was calculated
from continuous-wave Doppler using the simplified Bernoulli
equation.

Cardiac Magnetic Resonance Imaging Study

Cardiac MRI was performed on a 1.5-T scanner with
a 6-element torso phased array coil and cardiology software (ver-
sion 9.1, Intera; Philips Medical Systems, Best, The Netherlands).
Parallel imaging (SENSE) was used. Cine MRI was obtained in
the cardiac short-axis, vertical long-axis, and horizontal long-
axis planes using a breath-hold balanced fast field-echo sequence.
A peripheral bolus injection of gadolinium-DTPA (0.2 mmol/kg)
was administered and, 10 minutes after the injection, late
contrast-enhanced images were acquired using a segmented
inversion-recovery sequence. Gadolinium enhancement images
were acquired in the LV short-axis orientation. Images were ana-
lyzed by a single MRI-experienced observer in a blinded manner
without information about clinic findings or evolution of the in-
cluded patients. The left ventricle was divided by following the
model of 17 segments,'> and myocardial thickness, contractility,
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and late gadolinium enhancement areas in each segment were an-
alyzed. A qualitative analysis of the presence of late myocardial
enhancement was done. Additionally, we analysed data using val-
idated software (Mass Suite 6.1, Medis Medical Imaging Systems,
Leiden, The Netherlands). Briefly, endocardial and epicardial bor-
ders were manually traced in each slice. Subsequently, we chose
the late enhancement threshold looking at the baseline intensity
in the bull’s eye graph (a map with different intensity signals in
each image of the heart). Using this threshold, we looked at all
of the images, checking the gadolinium enhancement areas. If
all of them were included, we accepted this threshold. If some
of them were excluded, we changed the threshold until it was cor-
rect. We considered late gadolinium enhancement to be present
when the intensity of the signal in a specific area was hyperintense
and persisted in the same cut after the change in the codification of
the phase to avoid aberrations.

Blood Samples and Laboratory Assays

Venipuncture was performed in the morning on patients and
healthy control subjects who had been fasting for > 12 hours.
Blood samples were drawn atraumatically. Serum fractions were
obtained by centrifugation for 15 minutes at 3500g. Aliquots
were stored at —40°C to allow batch analysis. Serum levels of
hs-TnT were assayed by a Cobas 6000 analyzer (Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Germany). The interassay variations for hs-TnT
determination was 2.4%, with lower detection limit of 0.003 ng/
mL. We also determined NT-proBNP, a biomarker of myocardial
stress correlating with the presence of LV dysfunction and abnor-
mal LV wall stress, using a Roche Diagnostics proBNP assay on
an Elecsys 2010 analyzer (Roche Diagnostics,). Serum CRP, an
established proinflammatory biomarker, was also quantified by
kinetic nephelometry with an immunochemical system (Immage;
Beckman, Magburg, Germany).

Statistical Analysis

Continuous variables were tested for normal distribution by the
Kolmogorov-Smirnov test. The normal distributed continuous var-
iables are shown as mean = SD, and those nonparametrically dis-
tributed are shown as median (interquartile range). Categorical
variables are presented as frequencies (percentages). Comparisons
of the groups for continuous variables were performed with the
unpaired ¢ test for independent samples or the Mann-Whitney
U test (as appropriate). The comparison of discrete variables
was done via the % test or the Fisher test (as appropriate). Corre-
lation between two continuous variables was performed by Pear-
son test (if relevant by Spearman test). An analysis of variance
test (if relevant by Kruskal-Wallis test) was performed to assess
the relation between biologic markers and the number of sudden
death risk factors. Binary logistic regression analyses were also
undertaken with the presence/absence of elevated hs-TnT levels
as dependent variable (cutoff point =0.014 ng/mL) and different
clinical and biologic factors as covariables. A two-sided probabil-
ity value of P < .05 was considered to be statistically significant.
Statistical analyses were carried out with SPSS version 11.0 soft-
ware (Chicago, IL).

Results

Clinical data of patients are presented in Table 1. Fifty-
three patients (55.7%) showed impaired functional class
(NYHA =II), and only six patients presented systolic

dysfunction (6.3%). Forty-three patients (45%) presented
angina, and sixty-nine patients (72.6%) showed late gadoli-
nium enhancement assessed by cardiac MRI.

hs-TnT Serum Levels in HCM: Association With
Clinical Features

The level of hs-TnT was higher in HCM patients than in
healthy control subjects. We found increased hs-TnT levels
(above the cutoff point of 0.014 ng/mL) in 40 patients
(42.1%) and in only two control subjects (4.4%;
P < .001), both of them practicing frequent and intense
sport activity, which could explain increased hs-TnT
levels.'® Serum hs-TnT values of six patients remained be-
low the lower detection limit of the assay (0.003 ng/mL),
whereas only 13 control subjects showed hs-TnT levels
above the detection limit.

The hs-TnT concentrations were increased in patients with
dysponea. 68.8% of patients with NYHA functional class
=III showed elevated hs-TnT versus patients with NYHA
functional class <III, where only 37.2% showed high
hs-TnT levels (P = .020; Table 2): 0.014 (0.009—0.026)
ng/mL in those patients presenting impaired functional
class (NYHA =III) versus 0.010 (0.005—0.017) ng/mL
(P = .048). Moreover, Fig. 1A shows a higher level of serum
hs-TnT in patients with severe dysponea (NYHA functional
class =3) than in patients with no severe dysponea (NYHA
functional class <3; P = .004). Serum hs-TnT levels was as-
sociated with outflow obstruction (P = .013), systolic dys-
function (P = .037), and abnormal blood pressure response
(P = .036; Table 2).

hs-TnT Serum Levels in HCM: Correlations With
Echocardiographic Data and NT-proBNP

By bivariate correlations (Spearman method), LV end-
diastolic diameter, LV end-systolic diameter, and LV ejec-
tion fraction did not correlate with serum concentrations
of hs-TnT (Table 3). On the other hand, we did find signi-
ficant positive correlations for the maximum LV wall
thickness (r = 0.47; P < .001), indexed left atrial diameter
(r = 0.36; P < .001), LV outflow tract systolic gradient
(r = 0.28; P = .008), and the E/E’ ratio (ratio of mitral
peak velocity of early filling, E to early diastolic mitral an-
nular velocity, E") with hs-TnT levels (r = 0.32; P = .020).
Despite higher levels of NT-proBNP in patients (222
[117—500] pg/mL) than in control subjects (17 [11—41]
pg/mL; P < .001), there was no significant association be-
tween hs-TnT and NT-proBNP levels (r = 0.16; P = .132).
CRP also showed no significant correlation with hs-TnT
(r = 0.01; P = .99).

hs-TnT Serum Levels in HCM: Association With the
Cardiac MRI Study

The results of the cardiac MRI study in our patients
revealed an interested association between hs-TnT serum
levels and late gadolinium enhancement (P = .021;
Table 2). In particular, we found higher hs-TnT levels in pa-
tients showing late gadolinium enhancement in the cardiac
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Table 1. Baseline Characteristics of the Studied Patients and Control Subjects

Clinical Variable Patients (n = 95) Healthy Control Subjects (n = 45) P Value
Male gender 72 (75.8%) 31 (68.9) 387
Age 45.7 = 142 464 =99 771
NYHA functional class
1 42 (44.3%) —
1T 37 (38.9%) —
1 16 (16.8%) —
Hypertension 25 (26.3%) 8 (17.8) .266
Familiar sudden death 23 (24.2%) —
Angina 43 (45%) —
Syncope 16 (16.8%) —
Maximum LV wall thickness (=30 mm) 5 (5.3%) —
E/A ratio 1.30 (0.86—1.57) —
LVOTSG > 30 mmHg 38 (40.0%) —
AF 16 (16.8%) —
Abnormal blood pressure response (n = 85) 30 (35.3) —
METs 94 £33 —
Systolic ventricular disfuction 6 (6.3%) —
LVEF 67.3 = 10.5 —
Nonsustained ventricular tachycardia 27 (28.4%) —
MLVT 205 £ 5.1 —
LVEDD 43.8 = 6.8 —
LEVSD 249 + 6.5 —
LAD 435 = 6.8 —
LGE 69 (72.6) —
hsTnT ng/mL 0.012 (0.007—0.018) 0.003 (0.003—0.004) <.001
NT-proBNP pg/mL 228 (117—500) 17 (11-41) <.001
CRP 0.150 (0.080—0.240) 0.100 (0.007—0.230) 211

AF, atrial fibrillation; CRP, C-reactive protein; E/A ratio, ratio of the early and late waves of spectral Doppler of ventricular filling; hs-TnT, high-sensitivity
troponin T; LAD, left atrial diameter; LGE, late gadolinium enhancement; LVEDD, left ventricular end-diastolic diameter; LVEF, left ventricular ejection
fraction; LVESD, left ventricular end-systolic diameter; LVOTSG, left ventricular outflow tract systolic gradient; MET's, metabolic equivalents; MLVT, max-
imal left ventricular wall thickness; NYHA, New York Heart Association functional class; NT-proBNP, N-terminal pro—B-type natriuretic peptide.

MRI study (0.013 [0.009—0.023] ng/mL) compared with pa-
tients without enhancement (0.009 [0.004—0.013] ng/mL;
P = .045), these levels being even lower in control subjects
(0.005 [0.004-0.006] ng/mL; P = .013). Figure 1B displays
the difference between serum hsTnT levels between patients
presenting fibrosis in the MRI, patients without fibrosis, and
control subjects. We also observed that patients presenting el-
evated serum levels of hs-TnT showed significantly more

Table 2. hs-TnT Serum Elevation in Relation to
Comorbidities Associated With Cardiomyopathy Patients

TnT =0.014
Condition Yes (%) No (%) P Value
Male gender 40.3 47.8 523
Systemic arterial hypertension 36.0 443 471
History of syncope 43.8 423 915
Angina 46.5 425 410
Sudden death in family 30.4 47.1 .160
History of atrial fibrillation 37.5 43.6 .654
LVOTSG >30 mm Hg 579 32.1 .013
MLVT =30 mm 80.0 404 102
Abnormal blood pressure response 60.0 36.4 .036
NSVT 51.9 39.1 .260
LGE 49.3 23.1 .021
Dysponea =2 50.0 325 .090
Severe dysponea =3 68.8 37.2 .020
Systolic dysfunction 83.3 39.8 .037

NSVT, Nonsustained ventricular tachycardia; other abbreviations as in
Table 1.
Cutoff point for hs-TnT = 0.014 ng/mL.

affected segments in the MRI than those with low hs-TnT
levels (4 [0—7] vs 1 [0—5]; P = .022).

Univariate logistic regression analyses of the data
(Table 4) corroborated the interesting and strong associa-
tion between elevated hs-TnT levels and the presence of
fibrosis in cardiac MRI study (odds ratio [OR] 3.24 [95%
confidence interval (CI) 1.16—9.04]; P = .025). We also
found significant association between the normalized num-
ber of affected segments (NNAS): 0 = 0 affected segments;
1 = 1-2 affected segments; 2 = =3 affected segments) in
the MRI study and the elevation in hs-TnT levels (OR 1.5
[1.0—2.2]; P = .038).

Finally, severe dysponea (3.72 [1.17—11.77]; P = .026),
abnormal blood pressure response (2.63 [1.05—6.55]; P =
.038), and the presence of LV outflow tract obstruction
(2.90 [1.24—6.82]; P = .014) also showed significant asso-
ciation with elevated hs-TnT levels.

Discussion

This study showed that hs-TnT serum levels were ele-
vated in up to 42% of our cohort of patients with HCM,
and in only 4.4% of healthy paired control subjects. Impor-
tantly, the HCM patients were stable patients attending to
routine follow-up in our referral outpatient clinics. This el-
evation may reflect a continuous myocyte loss due to a mod-
erate range of necrosis, and it is associated with parameters
of HCM severity as the functional class, systolic
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Fig. 1. (A) High-sensitivity troponin T (hs-TnT) levels in hyper-
trophic cardiomyopathy (HCM) patients with different functional
class (P = .004). (B) hsTnT levels in HCM patients presenting
fibrosis or not (P = .054) and healthy control subjects (P = .013).

dysfunction, and fibrosis assessed by cardiac MRI. There-
fore, we propose, for the first time, that hs-TnT could be
an important biomarker in HCM, reporting the presence
of myocardial damage in these patients.

Troponins I and T are very sensitive and specific indica-
tors of cardiac myocyte injury, and they have been shown to
be independent prognostic predictors in acute coronary syn-
dromes.” In patients with acute decompensated heart fail-
ure, a positive cardiac troponin test is associated with
higher in-hospital mortality, independently of other predic-
tive variables.'” In outpatients with stable chronic heart
failure of a nonischemic nature, the detection of TnT,
even at low levels, means an increased risk of adverse car-
diac events, which seems to be independent of other clini-
cal, analytical, and ECG variables.'® A very recent
publication by Omland et al'® describes a low but detect-
able increase in hs-TnT circulating levels in stable coronary
artery disease patients by using the same methods described
in the present study. Those authors presented the first report
of hs-TnT elevation in patients with stable coronary artery

Table 3. Correlations Between hs-TnT and
Echocardiographic Data (n = 95> Patients)

r Value P Value
Age 0.098 343
LAD 0.362 <.001
LAV 0.248 .052
MLVT 0.465 <.001
LVOTSG 0.276 .008
NT-proBNP 0.156 132
CRP 0.002 987
LVEDD 0.100 339
LVESD 0.134 202
LVEF 0.005 .960
E/A ratio 0.156 .140
E/E' ratio 0.323 .020

E/E ratio, ratio of mitral peak velocity of early filling (E) to early dia-
stolic mitral annular velocity (E'); LAV, indexed left atrial volume; other
abbreviations as in Table 1.

disease and its association with the incidence of cardiovas-
cular death and heart failure. Here we have shown that
HCM patients also presented higher levels of hs-TnT than
control subjects, but, as expected, this increase was rela-
tively low if than those observed in acute coronary pro-
cesses. We demonstrated the relevance of the hs-TnT
detection in nonacute processes also and showed how this
high-sensitivity measurement can raise the percentage of
TnT-positive patients up to 42%.

In earlier studies based on chronic stable patients, only
<10% of patients showed elevated TnT when determined
with classic methods.'® Even in acute heart failure patients,
a large cohort study revealed that only 6.2% of patients
were positive for classically measured troponins.'” Another
study including 60 patients with dilated cardiomyopathy
showed up to 28.3% of TnT-positive patients in samples
taken in an acute or subacute moment.> Pop et al** showed
that troponin released above normal values may be present
in patients with HCM without overt coronary heart disease.

Table 4. Association of Elevated hs-TnT Levels With
Clinical Features

OR P Value
Age 1.01 (0.98—1.04) .614
Male gender 0.74 (0.29—1.89) 524
Systemic Arterial Hypertension 0.71 (0.28—1.82) A72
Sudden death family 0.49 (0.18—1.34) 165
History of syncope 1.06 (0.36—3.14) 915
History of atrial fibrillation 1.29 (0.43—3.30) .654
LVOTSG >30 mm Hg 2.90 (1.24—6.82) .014
MLVT =30 mm 5.89 (0.63—54.87) 119
Abnormal blood pressure response 2.63 (1.05—6.55) .038
NSVT 1.68 (0.68—4.16) 262
LGE 3.24 (1.16—9.04) .025
Dyspnoea =2 2.08 (0.89—4.86) .092
Severe dyspnoea =3 3.72 (1.17—-11.77) .026
Systolic dysfunction 7.57 (0.85—67.6) .070
NNAS 1.51 (1.0-2.2) .038

NNAS, normalized number of affected segments in the magnetic reso-
nance imaging study (0 = O affected segments; 1 = 1—2 affected seg-
ments; 2= 3 or more affected segments); other abbreviations as in Table 1.

Univariate logistic regression analyses (n = 95 patients). Cutoff point
for hs-TnT = 0.014 ng/mL.



Sato et al* demonstrated that HCM patients with increased
serum TnT concentrations had a decrease in LV fractional
shortening and ventricular septal thickness on echocardio-
gram during follow-up, and they suggested TnT as an indi-
cator of subclinical myocyte injury and/or progression to
dilated HCM. They found 50% TnT-positive patients in
a small sample of 30 HCM patients, supporting our results.”
Furthermore, we showed that hs-TnT levels are associated
with severity parameters in a cohort of HCM patients. Lon-
gitudinal studies are necessary to determine whether hsTnT
levels can be a reliable predictive biomarker in prognosis.

Diastolic dysfunction is a major pathophysiologic abnor-
mality in HCM. Left ventricular filling pressures can be es-
timated with reasonable accuracy by measuring E velocity/
flow propagation velocity or E/E’. These ratios also track
changes in filling pressures.'® In earlier studies, these pa-
rameters identified patients with low exercise capacity.”’
However, other studies show that the use of transmitral
flows and mitral annular velocities correlate modestly
with direct measurement of left atrial pressure in patients
with HCM.?>* Our study showed a low but significant as-
sociation between E/E’ ratio and increased hs-TnT levels.
In a recent study by Kubo et al,>* multivariate analysis re-
vealed an independent relationship between cTnl and max-
imum LV wall thickness, E/E’ ratio, and male gender.

Recently, LAV has been proposed as a good index of di-
astolic function; it is a marker of “pressure burden” and has
been proposed as an excellent predictor of adverse cardio-
vascular outcomes. Left atrial size has become a valuable
tool in the diagnosis of heart failure with preserved ejection
fraction. In HCM, left atrial remodeling has been shown to
be associated with greater LV hypertrophy, more diastolic
dysfunction, higher filling pressures, worse functional
class, and higher risk of atrial arrhythmias.'> We found
a strong correlation between TnT levels with the left atrial
diameter, but we were unable to find a significant correla-
tion with LAV.

The pathologic changes observed in cardiac myocytes
and fibroblasts are important components of cardiac remod-
eling. Besides myocyte injury and apoptosis, fibroblasts and
collagen turnover also play important roles in myocardial
remodeling.>>?® Coronary microvascular dysfunction, se-
vere hypertrophy, and myocyte disarray are associated
with an unfavorable outcome in patients with HCM.’
They are determinants of ischemia and mismatch between
oxygen demand and supply, which could be the explanation
of the increased TnT levels in HCM patients. This ischemic
state is the consequence, among other mechanisms, of the
endothelial dysfunction due to abnormalities of small intra-
mural coronary arteries that become significantly more
common in tissue sections having considerable myocardial
fibrosis than in those with no or mild fibrosis.>” We have re-
cently found increased levels of von Willebrand factor, an
established marker of endothelial damage/dysfunction.®®
Cecchi et al*® found that the severity of coronary microvas-
cular dysfunction, assessed by proton emission tomogra-
phy, was an independent predictor of long-term clinical
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deterioration and death from cardiovascular causes in
HCM patients. The microvascular dysfunction is a possible
cause of elevated TnT levels. Therefore, those data support
those obtained in the present study. The association be-
tween TnT concentration and fibrosis presence has been
previously observed in idiopathic dilated cardiomyopathy
and secondary cardiomyopathy groups, where a subgroup
of patients with raised concentrations of serum collagen
and TnT showed poor short-term prognosis. In line with
the findings of the present study, something similar occurs
in HCM patients, which would explain the association of
hs-TnT levels with the degree of fibrosis assessed by MRI
and LV systolic dysfunction.

The principal limitation of the present study lies in its
purely cross-sectional design. We could perform only asso-
ciation analyses, but long-term follow-up of our patients
would likely provide additional information to corroborate
the proposed value of hs-TnT for predicting progression to
poor clinical states. In addition, this observational study
was based on an unselected patient cohort referred to the
specialized participating clinics; therefore, it is subject to
potential biases and interactions among the different vari-
ables studied. Thus, the sample characteristics were typical
of those seen in specialized HCM clinics, with a more se-
vere profile of the disease than that of the overall population
of HCM patients.

In conclusion, based on the present results and those of
earlier studies, our working hypothesis that an increase in
hsTnT levels could be a reliable biomarker of cardiac re-
modeling in HCM as an indicator of subclinical ongoing
myocyte damage and, consequently, could be important
if functional status has been tested. We believe that the
hs-TnT serum level could be a good novel marker to pre-
dict and/or indicate deteriorating clinical state, degree of
fibrosis, and progression to LV systolic dysfunction in
HCM.

Disclosures

None.
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Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is characterised by
inappropriate hypertrophy, small-vessel coronary artery dis-
ease, myocyte disarray and increased interstitial fibrosis (1).
A continuous extracellular matrix turnover appears in HCM,
leading to an increase of interstitial fibrosis due to the higher
amount of collagen type I/III deposited. The presence of late
gadolinium enhancement (LGE), assessed by cardiac mag-
netic resonance (MRI), seems to reflect an increase in myo-
cardial fibrosis (2, 3). We have recently read the interesting
study by Lin et al. (4), exploring the interstitial remodelling,
by measuring the serum levels of type III aminoterminal pro-
peptide of procollagen (PIIINP) in heart failure (HF)
patients. In this study, PIIINP is proposed as a serum bio-
marker of cardiac autonomic control and risk of sudden car-
diac death (SCD). Interestingly, a recent report by Ho et al.
(5), also studied different biomarkers of fibrosis and inter-
stitial remodelling and revealed that serum type I carboxy-
terminal propeptide of procollagen (PICP) seems to indicate
increased myocardial collagen synthesis in sarcomere-muta-
tion carriers without overt disease. They proposed that this
profibrotic state precede the development of left ventricular
hypertrophy or fibrosis visible on MRI (5). Fibrosis may pro-
vide electrical heterogeneity and a substrate for arrhythmo-
genicity, which may cause SCD, a feared first symptom that
can appear at the onset of both pathologies (HF and HCM)
(4, 6). The aim of the present study was to evaluate the
collagen turnover in HCM by the serum collagen peptides
and their relation with different clinical values of the severity
of the disease.
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We included 95 HCM patients, 72 males, aged 45.7 %
14.2 years and 45 healthy control subjects. A complete his-
tory and clinical examination were performed, including
electrocardiogram, echocardiography, 24 h ECG-Holter mon-
itoring and symptom limited treadmill exercise test per-
formed Bruce protocol. Risk factors for sudden death were
evaluated. A blinded cardiac MRI was performed with an
LGE study. Serum levels of PIIINP were measured by radio-
immunoassay and three peptides resulting from collagen I
synthesis: PICP, type I aminoterminal propeptide of procol-
lagen (PINP) and degradation C-terminal telopeptide of type
I collagen (ICTP), measured by commercial ELISA.

All recruited subjects gave their informed consent to par-
ticipate in the study, which was approved by the Local
Research Committee in accordance with the Declaration of
Helsinki, as amended in Edinburgh in 2000.

Patients presented higher levels of ICTP than controls and
higher levels of the ratio PICP/ICTP (Table 1). PICP levels
were raised in HCM patients without hypertension (107.6 £
32.2 vs. 130.6+60.6 ng/mL; p=0.021) and in those with
history of familiar SCD (144.7£71.8 vs. 118.3£47.5 ng/mL;
p=0.047). PINP levels were increased in patients with
severe maximal left ventricular wall thickness [112.7(82.1—
143.3) vs. 26.7(24.0-36.4) ng/mL; p=0.001]. PIIINP levels
were raised in patients with history of recurrent syncope
[4.96(3.60—-6.50) vs. 3.55(2.80-4.31) wg/L; p=0.007]. We
did not find any significant association with non-sustained
ventricular tachycardia, abnormal blood pressure response to
effort test, severe functional class, atrial fibrillation, signifi-
cant obstruction, or LGE observed in MRI. PICP (r=-0.27;
p=0.009) and PINP (r=0.55; p=0.001) correlated with age.
PINP correlated with maximal left ventricular wall thickness
(r=0.77; p=0.001). ICTP correlated with left atrial diameter
(r=-0.237; p=0.023). PIIINP correlated with effort capac-
ity in metabolic equivalent units.

There are few studies investigating the role of collagen
peptides in HCM. Lombardi et al. (7) also showed that col-
lagen turnover was enhanced in HCM, presenting increased
concentrations of PIIINP and ICTP compared to healthy con-
trols. Also defended that collagen I synthesis prevails over
degradation and correlated a passive dysfunction in HCM
patients, as seen in other studies (8). Data presented by Ho
et al. showed elevated levels of PICP in HCM patients with-
out overt disease, reflecting an increased myocardial collagen
synthesis on the early disease (5). We did not find that rela-
tion in our study population with developed HCM (72.6%
of them presented fibrosis), however, we were able to find a
higher ratio PICP/ICTP in patients compared to controls as
Ho et al. and previous studies (5, 9). We propose the use of
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Table 1 Baseline char acteristics of the studied patients and controls.

Clinical variables Patients (n: 95) Healthy controls (n: 45) p-Value
Male sex, % 72 (75.8) 31 (68.9) 0.387
Age 4571142 464199 0.771
NYHA 1, % 42 (44.3)

NYHA 11, % 37 (38.9)

NYHA III, % 16 (16.8)

(New York Heart Association functional class)

Hypertension, % 25 (26.3) 8 (17.8) 0.266
Familiar sudden death, % 23 (24.2) -

Angina, % 43 (45.0) -

Unexplained recurrent syncope, % 16 (16.8) -

Atrial fibrillation, % 16 (16.8) -

Left v entricular E/A® r atio 1.30 (0.86—1.57) -

Left ventricular outflow tr act systolic 38 (40.0) -

gradient >30 mm Hg, %

LVEF (left v entricular ejection fr action) 67.3£10.5

Maximal left v entricular wall 5(5.3) -

thickness >30 mm, %

Non-sustained v entricular tachycardia in Holter-ECG,

% 27 (28.4) -

Abnormal blood pressure response, % (n=2385) 30 (35.3)

Late gadolinium enhancement, % 69 (72.6) -

PICP, ng/mL 124.5£55.3 110.2+£43.2 0.145
PINP, ng/mL 27.3 (24.4-38.6) 33.2 (26.5-39.6) 0.937
ICTP, g/l 2.35 (1.15-3.94) 1.78 (1.27-2.78) 0.041
PIIINP, g/ 3.67 (2.83-4.55) 3.41 (2.81-4.19) 0.129
Ratio PICP/ICTP 48.0 (31-96.3) 46.8 (32.2-70.0) 0.026

“E/A r atio, r atio of the early and late wav es of spectr al Doppler of v entricular filling.

the ratio PICP/ICTP as a synthesis-degradation marker of
type I collagen turnover, to estimate the degree of interstitial
fibrosis with a simple serum test in HCM. Moreover, HCM
can lead to SCD, mainly due to ventricular tachycardia and
it is known that HCM is the most common cause of SCD in
young competitive athletes (10). We found higher PIIINP
levels in patients with recurrent syncope and higher PICP
levels in patients with familiar history of SCD. These data
suggest a collagen remodelling involvement in the develop-
ment of HF and SCD in our patients, as described by Lin et
al. (4). The fact that we only found occasional associations
of different peptides of collagen type I/III with clinical val-
ues and not with diastolic dysfunction assessed by Doppler
echocardiography, the gradients of obstruction or the per-
centage of fibrosis assessed on MRI, highlights the need of
deeper studies in order to establish their potential clinical use
as biomarkers on HCM.
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Background: The growth differentiation factor 15 (GDF-15) has been shown up-regulated in stress conditions
and to have regulatory actions in myocyte hypertrophy. We hypothesized that GDF-15 could be related to
disease severity and functional status in patients with hypertrophic cardiomyopathy (HCM).
Methods and results: We performed a study which includes 102 consecutive outpatient HCM subjects, 73%
males, aged 47.14 14.6 years. A complete history and clinical examination was performed, including 12-

; lead electrocardiogram, echocardiography, symptom-limited treadmill exercise, 24-hour ECG-Holter moni-
Keywords: . . . oL . . . .
GDF-15 toring, and magnetic resonance with Gadolinium. Several biomarkers, associated with myocardial remodel-
HCM ing and damage, were compared to GDF-15 levels. The assays were performed with commercial ELISAs or
standardized methods when available. There was a significant association between GDF-15 levels and comor-
bidities, being higher in hypertension (p=0.001), diabetes (p=0.030), atrial fibrillation (p=0.012), dys-
pnea (p=0.020) and NYHA>1II functional class (p=0.037). GDF-15 levels were positively correlated with
clinical variables (age, worse exercise capacity and mild renal dysfunction) and biomarkers of interstitial
remodeling, such as metalloproteinase-2 (r: 0.40; p=0.009), N-terminal pro-B-type natriuretic peptide (r:
0.28; p=0.049), high-sensitivity troponin T (r: 0.30; p=0.003) and von Willebrand factor (r: 0.33;
p=0.001). Multivariate analysis was assessed to estimate the involvement of these different factors in the
GDF-15 levels, confirming the independent implication of severe dyspnea and functional status.
Conclusions: The present results show that higher levels of GDF-15 are associated to conditions of severe dis-
ease in HCM. Hence, GDF-15 is suggested as a novel marker related to the severity and could represent a fur-
ther useful tool in monitoring functional capacity of HCM patients.

© 2011 European Federation of Internal Medicine. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Biomarker
Clinical features
Interstitial remodeling

1. Introduction processes [2]. Investigators have found GDF-15 expression in most ep-

ithelial tissues and brain in baseline conditions, but not in heart [3,4].

Growth differentiation factor-15 (GDF-15) is a member of the
transforming growth factor 3 (TGF-3) superfamily. This large family
of related proteins can be subdivided into two main groups: the
TGF-B/Activin and bone morphogenetic protein and the GDF
branches, based on their sequence similarity [1]. These cytokines are
involved in a wide variety of tissue differentiation and proliferation

Abbreviations: GDF-15, growth differentiation factor-15; TGF-P, transforming
growth factor 3; HCM, hypertrophic cardiomyopathy; MET, metabolic equivalent;
NYHA, New York Heart Association; cMRI, cardiac magnetic resonance imaging; NT-
proBNP, amino-terminal pro-B-type natriuretic peptide; MMP-2, matrix
metalloproteinase-2; hs-TnT, high-sensitivity troponin T; vVWF, von Willebrand factor;
MIC-1, macrophage inhibitor cytokine-1.

* Corresponding author at: Department of Cardiology, Hospital Universitario Virgen
de la Arrixaca, Ctra Madrid-Cartagena s/n. Murcia, 30120, Spain.

E-mail address: fcomarino@hotmail.com (F. Marin).

Nonetheless, clinical studies have shown that cardiovascular diseases
such as ischemia [5], inflammation [6], or injury [7] notoriously up-
regulate GDF-15 expression in the heart. These pathologic situations
could indicate that this factor acts as a stress sign for the cardiomyo-
cytes; however the real pathophysiological involvement is still an in-
triguing clue. In this regards, infusion of recombinant GDF-15 has
been shown to repress pro-inflammatory cell recruitment after myo-
cardial infarction in vivo [8], however, contrary data point out to
GDF-15 as a stimulative cytokine of CCR2 in early and later atheroscle-
rosis and therefore inducing an inflammatory state [9]. Indeed, several
clinical and experimental reports have provided evidence of a link be-
tween GDF-15 and vascular disorders [10-12], additionally, increased
levels of GDF-15 were associated with poor prognosis in acute coro-
nary syndrome [13] and, more recently in heart failure [14]. Although
it has not been formally demonstrated, these observations suggest

0953-6205/% - see front matter © 2011 European Federation of Internal Medicine. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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that elevated GDF-15 levels identify high-risk patients across a broad
spectrum of cardiovascular diseases [15] and that it might display a
regulatory role in the process of hypertrophy [16,17].

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is characterized by an inap-
propriate hypertrophy, small vessel coronary artery disease, myocyte
disarray and increased interstitial fibrosis. During the evolvement of
the hypertrophic disease, myocardium suffers a heterogeneous remo-
deling which includes enhancement of extracellular matrix but also
active loss of myocytes [18]. The symptoms are related to diverse
pathophysiological mechanisms including diastolic dysfunction, dys-
pnea, atrial fibrillation and eventually heart failure, besides increased
risk of sudden death, mainly in young people [18]. The mechanisms of
ongoing myocardium damage in the HCM are still poorly understood,
however several pathways have been found directly implicated in the
disease, such as the matrix metalloproteinase (MMP) system [19].
Moreover, our group has recently found that high-sensitivity Tropo-
nin T (hs-TnT) is increased in stable HCM patients compared to con-
trols [20], and it is associated with late gadolinium enhancement, a
newly proposed marker of bad prognosis [21]. Thus, the measure-
ment of biomarkers in HCM seems to provide promising information
about myocardial damage and prognosis [22]. In this sense, increasing
attention has been arising towards GDF-15 as a marker of multiple
stress pathways in myocardium; we therefore hypothesized a change
in GDF-15 levels related to HCM disease severity.

2. Materials and methods
2.1. Study population

In order to evaluate whether GDF-15 levels were associated with
parameters of severity of the disease, a study up to 102 consecutive
HCM patients was performed, consisting of 73% males aged 47.1 &
14.6 years old.

HCM patients were recruited from outpatient clinics of two hospitals
in Spain (Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca from Murcia and
Hospital General Universitario from Alicante). The criteria for diagnosis
of HCM were the presence of a left ventricular wall thickness of at least
15 mm without any other cause that could lead to ventricular hypertro-
phy [23]. In the case of first degree relatives of affected individuals, pro-
posed familial criteria were used (mainly based on symptoms and
echocardiographic screening) [24]. Exclusion criteria for eligible patients
were concomitant neoplasm, infection, connective tissue disease, signif-
icant renal dysfunction as identified by creatinine level > 2.0 mg/dL, thy-
roid dysfunction, demonstrated ischemic heart disease with no
revascularization within the past 6 months, significant peripheral vascu-
lar disease, pacemaker, anticoagulant treatment, and inflammatory dis-
ease. Secondary or refractory essential hypertension with need of two
or more drugs or with the requirement of a second drug within the
past 6 months were also considered as exclusion criteria.

A complete history and clinical examination was performed, including
12-lead electrocardiogram, echocardiography, symptom-limited tread-
mill exercise test and 24-hour ECG-Holter monitoring. Exercise treadmill
test was performed by Bruce's protocol. Maximal exercise was continued
until patient exhaustion. Metabolic equivalent (MET) units were calculat-
ed, one MET is equivalent to a metabolic rate consuming 3.5 ml of oxygen
per kilogram of body weight per minute. Patients underwent cMRI and
administration of gadolinium-DTPA (0.2 mmol/Kg), as has already been
described [20]. Then, using this threshold, we looked at all the images
checking the gadolinium enhancement areas.

Risk factors for sudden death were evaluated (personal and family
history of sudden death, recurrent unexplained syncope, maximal
wall thickness >30 mm, rest left ventricular outflow tract gradient
>30 mmHg, abnormal blood pressure response during effort test,
and non-sustained ventricular tachycardia). Patients were classified
according to symptoms to everyday activities in the New York Heart
Association (NYHA) classification, class I presenting no limitations

of activities whereas class Il and III presenting mild and marked lim-
itations, respectively. Patients with marked limitations in rest (class
IV) were not included in the present study. All patients and controls
gave their signed consent to participate. The Research Ethics Commit-
tee of the two centers approved the study.

2.2. Laboratory analysis

Venous blood samples were collected in the morning on fasted pa-
tients and controls. Citrated plasma and serum fractions were
obtained by centrifugation for 15 min at 3500 g, samples were stored
frozen at —40 °C until further analysis. GDF-15 plasma levels were
assayed by commercial ELISA (Biovendor, Modrice, Czech Republic).
The minimum detectable concentration was ranged linear from 22
to 4480 pg/mL, intra-assay and inter-assay variabilities were 7.2%
and 9.5%, respectively. Results exceeding plasma GDF-15 level of
4480 pg/mL were repeated at higher dilution. Plasma matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2) and von Willebrand factor (VWF)
levels were also assayed by commercial ELISA (Biotrack, Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden and Zymutest, Aniara Corpora-
tion, Mason, Ohio, USA, respectively). Serum N-terminal proB-type
natriuretic peptide (NT-proBNP) was determined using a Roche Diag-
nostics proBNP assay on an Elecys 2010 analyzer (Roche Diagnostics,
Mannhein, Germany). Serum hs-TnT was assayed by a Cobas 6000 an-
alyzer (Roche Diagnostics, Mannhein, Germany).

2.3. Statistical analysis

Each categorical variable is expressed as frequency (percentage)
of patients. Continuous variables were tested for normal distribution
by the Kolmogorov-Smirnov test. The normal distributed continuous
variables are shown as mean =+ SD, and those non-parametrically dis-
tributed (i.e. GDF-15 concentrations) are shown as median [inter-
quartile range]. Differences between groups were assessed by the
unpaired t test for independent samples, the Mann-Whitney U test
(as appropriate) for continuous variables and the ANOVA or Krus-
kal-Wallis test (as appropriate) for more than two groups. Correla-
tion was performed between two continuous variables by Spearman
test. A two-side probability value of p<0.05 was considered statisti-
cally significant. Multivariate analysis by linear regression was used
to identify the factors associated to GDF-15 levels. Variables with
p<0.15 in the univariate analysis were included into the multivariate
regression model. Statistical analyses were carried out with SPSS ver-
sion 15.0 software (Chicago, Illinois, USA).

3. Results
3.1. Patient characteristics

Characteristics of the entire 102 HCM patient cohort are summa-
rized in Table 1. The different clinical features and biomarkers were
compared in the three NYHA groups in order to identify a relationship
between GDF15 levels and disease severity. GDF-15 levels present a
non parametric distribution with a median of 2978.9 pg/mL with 25th
to 75th percentiles, 3039.5 to 3831.4 pg/mL. GDF-15 levels were consid-
erably different within NYHA groups (p = 0.006), increasing with worse
functional status (Table 1). There were significant differences in func-
tional groups regarding baseline characteristics such as age, male sex,
syncope (p=0.002, p=10.022 and p = 0.034, respectively), worse exer-
cise capacity (p<0.001), obstruction (p=0.001) as well as increased
biomarkers levels, such as MMP-2 (p=0.018), NT-proBNP (p=0.001)
and a strong trend with hs-TnT (p=0.07). Diminished kidney function,
calculated through creatinine clearance, was also different between
groups (p=0.003). Markers of diastolic dysfunction were also shown
altered with functional status, E/A ratio and IAV (p=0.022 and
p<0.001, respectively).
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Table 1
Characteristics of 102 patients in relation to NYHA classification (ANOVA or Kruskal-Wallis test).

NYHA I (n=45) NYHA Il (n=42) NYHA Il (n=15) p value
Age 40.6+13.9 47.8+13.8 56.14+10.37 0.002
Male sex 83.3% 71.4% 46.7% 0.022
Hypertension 23.1% 36.8% 35.7% 0.39
Diabetes mellitus 2.6% 5.1% 14.3% 0.26
Atrial fibrillation 12.8% 21.1% 42.9% 0.060
Syncope 7.9% 31.6% 20.0% 0.034
Dyspnea 5.1% 100% 100% <0.001
Family history of sudden death 18.4% 13.2% 26.7% 0.51
MLVT (mm) 17.0 [17.1-21.3] 20.5[19.9-23.5] 23.0 [20.0-25.4] 0.004
MLVT (>30 mm) 10.5% 51% 0% 0.36
LVEDD (mm) 448 £5.7 43.6+£6.1 423+93 0.25
LVESD (mm) 253452 247+63 233497 0.53
LAD (mm) 408+7.0 446+73 46.54+5.6 0.014
LVEF (%) 66.2+10.8 66.4+11.2 7194134 0.26
E/A ratio 13405 1.3+£0.6 1.8+1.0 0.022
1AV 23.7 [19.4-40.3] 35.0 [31.3-43.0] 45.7 [33.8-57.3] <0.001
TEI index 05402 04402 0440.1 0.51
Left ventricular outflow obstruction 17.9% 51.3% 66.7% 0.001
ABPR (n=178) 35.3% 36.1% 42.9% 0.88
METs (n=78) 11.74+3.1 85428 6.74+23 <0.001
NSVT 25.7% 33.3% 40.0% 0.58
LGE 61.4% 79.5% 86.7% 0.08
GDF-15 (pg/mL) 2878.2 [2290.7-3927.03] 3275.5 [2756.1-3203.0] 4159.1 [3634.2-7242.02] 0.006
MMP-2 (ng/mL) 1366.34593.7 1560.54+701.4 2399.7+1130.3 0.018
NT-proBNP (pg/mL) 326.0 [170.8-578.8] 312.0 [454.3-1202.8] 3087.5 [130.0-7685.1] 0.001
hs-TnT (ng/mL) 0.010 [0.006-0.013] 0.013 [0.007-0.048] 0.024 [0.014-0.027] 0.07
VWF (ug/mL) 11544396 136.94+61.0 170.8+70.9 0.18
Creatinine clearance mL/min 125.9+44.6 110.2+33.8 81.54+29.9 0.003

NYHA: New York Heart association functional class
MLVT: maximal left ventricular wall thickness
LVEDD: left ventricular end-diastolic diameter
LVESD: left ventricular end-systolic diameter

LAD: left atrial diameter

LVEF: left ventricular ejection fraction

IAV: indexed atrial volume

TEI index: total ejection isovolume index.

E/A ratio: ratio of the early and late waves of spectral Doppler of ventricular filling
ABPR: Abnormal blood pressure response to exercise
METs: metabolic equivalents

NSVT: non sustained ventricular tachycardia

LGE: late gadolinium enhancement

GDF-15: growth differentiation factor-15

MMP-2: matrix metalloproteinase-2

NT-proBNP: aminoterminal pro-B natriuretic peptide.
hs-TnT: high-sensitivity troponin T

VWE: von Willebrand factor.

3.2. GDF-15 levels and disease severity

Although differences were not significant between class I and II
(p=0.28), GDF-15 levels were clearly increased in impaired functional
class patients (NYHA class>1II) compared to NYHA I (p=0.037), and
more strongly increased in NYHA class Il (p=0.002) (Table 2).
Fig. 1A represents GDF-15 levels assessed in the three different func-
tional classes of HCM, confirming a clear increased level in NYHA class
Il patients, compared to the other subgroups. The difference between
those three groups was remarkably significant ( 3%:10.35, p = 0.006).

The presence of comorbidities such as hypertension, diabetes melli-
tus, dyspnea, and atrial fibrillation also increased GDF-15 levels
(p=0.001, p=0.030, p=10.020 and p=0.012, respectively) (Table 2).

Significant correlations between GDF-15 levels and proposed bio-
markers of ventricular remodeling were found, such as MMP-2 (r:
0.40, p=0.009), NT-proBNP (r: 0.28, p=0.049), or hs-TnT (r: 0.30;
p=0.003), and endothelial dysfunction as VWF (r:0.33, p=0.001)
(Table 3). Increased levels of these biomarkers, such as hs-TnT, are as-
sociated with severe myocardium damage and, thus, with impaired
functional class IIl. Accordingly, as shown in Fig. 1B, HCM patients
which presented elevated levels of hs-TnT (above the cut-off point
0.014 ng/mL) were associated with higher levels of GDF-15 patients
(p=0.021). Moreover, GDF-15 levels were also found significantly

correlated with age (r: 0.48, p<0.001), as well as a negative correla-
tion with exercise capacity measured in METs (r: —0.45, p<0.001)
and creatinine clearance (r: —0.30, p=0.002) (Table 3).

Table 2
Association of GDF-15 levels with clinical features in 102 HCM patients (Mann-Whit-
ney test).

Z Mann-Whitney p value
Female gender —1.66 0.096
NYHA I and II —1.09 0.28
NYHA Il and IIT —2.57 0.01
NYHA I and III —3.08 0.002
NYHA I and NYHA>1I —2.08 0.037
Hypertension —3.25 0.001
Diabetes mellitus —2.17 0.030
Dyspnea —233 0.020
Atrial fibrillation —2.50 0.012
Syncope —1.18 0.24
Family history of sudden death —0.85 0.40
Left ventricular outflow obstruction —1.10 0.28
ABPR (n=78) —0.38 0.70
NSVT —1.49 0.14
LGE —0.98 0.32

Abbreviations are the same as in Table 1.
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Fig. 1. A. GDF-15 levels (pg/mL) in 102 patients with HCM stratified according to NYHA
functional class (Kruskal Wallis test). B. GDF-15 levels in the same patient's cohort
with different hs-TnT levels (ng/mL). hs-TnT cutoff point<0.014 ng/mL for Mann
Whitney test.

Table 3
Bivariate correlations of GDF-15 in 102 HCM patients (Spearman correlation).

r value p value
Age 0.48 <0.001
MLVT (mm) 0.03 0.81
LVEDD (mm) 0.003 0.98
LVESD (mm) —0.04 0.66
LAD (mm) 0.15 0.16
LVEF (%) 0.018 0.86
E/A ratio 0.15 0.18
Septal E/E’ 0.16 0.27
TEI index 0.11 0.44
1AV 0.25 0.050
METs (n=78) —0.45 <0.001
LGE —0.1 0.33
MMP-2 (ng/mL) 0.40 0.009
NT-proBNP (pg/mL) 0.28 0.049
hs-TnT (ng/mL) 0.30 0.003
VWF (ug/mL) 0.33 0.001
Creatinine clearance (mL/min) —0.30 0.002

Abbreviations are the same as in Table 1.
Septal E/E’: ratio of early diastolic transmitral flow velocity (E) to early diastolic mitral
annular velocity (E’) in the septal side.

Table 4
Multivariable analysis for the variables of GDF-15 levels in 102 HCM patients.

Factors Unstandardized Standardized t pvalue
coefficients coefficients
B SD B
(Constant) 1680.752  294.256 5.712  <0.001
NYHA III 2156.536  466.484 0.504 4623 <0.001
Hypertension 1898.961 373.482 0.559 5.084 <0.001
Left ventricular 1157.885 369.951 0.348 3.130 0.005
outflow obstruction
NSVT 1154.622  384.448 0320 3.003 0.006

B: regression coefficient.
SD: standard deviation.
Rests of the abbreviations are the same as in Table 1.

3.3. Multiple regression analysis

In order to identify independent determinants of plasma GDF-15
levels, a bivariate test was initially performed in the entire cohort.
The objective for the single parameter analysis was to screen vari-
ables and to exclude those which had no association with the GDF-
15 levels (p<0.15). Bivariate analysis showed that GDF-15 levels
were more likely related to age, dyspnea, atrial fibrillation, lower
renal function and METs, and higher levels of MMP-2, NT-proBNP
and VWF (all p<0.01, data not shown), in accordance with above as-
sociations. Table 4 shows the results of multivariate analysis model
(p<0.001); worse functional class (NYHA III), hypertension or ob-
struction (all p<0.005) and non sustained ventricular tachycardia
(p=0.006) significantly influence GDF-15 levels. Biomarkers of ven-
tricular remodeling do not seem to contribute to GDF-15 levels in
the multivariate study.

We finally compared GDF-15 and other biomarker plasma levels
in NYHA III patients with and without symptoms of NSVT (Fig. 2).
While the common biomarkers did not show a significant increase
with NSVT (data not shown), highest GDF-15 levels were observed
in patients with NSVT (p=0.001) although NT-proBNP also showed
a clear trend (p=0.066).

4. Discussion
4.1. Main findings

Recent studies have evaluated the association between GDF-15
levels and several cardiovascular pathologies, denoting a link with

12000.0- T

10000.0

8000.0+

6000.0

GDF-15 ng/LL

4000.0- T
2000.0 B

0.0

No Yes
NSVT

Fig. 2. Plasma GDF-15 levels (ng/L) quantified in NYHA III patients with NSVT. While
other biomarkers remain unaltered, GDF-15 levels appeared increased in the presence
of ventricular arrhythmia.
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severity disease and even more, suggesting it as a new prognostic bio-
marker in heart failure [25]. HCM is associated with a decreased func-
tional status; hence it was pertinent to compare GDF-15 levels and
other severity factors in the three well-defined NYHA groups. As indi-
cated by other reports [26], long-standing hypertension may be the
most common secondary cause of hypertrophy. It is noteworthy to
comment that since the study largely excluded patients with refracto-
ry arterial hypertension, the results correspond only to patients with
HCM and sometimes overlapping hypertension, in the absence of any
other etiology [23]. This condition additionally deteriorates functional
status in younger individuals whereas in the older patients NYHA
class, the difference between HCM with hypertension and HCM nar-
rows and becomes insignificant [27].

In the present study, elevated GDF-15 levels are indeed associated
with severe disease features in HCM patients, such as increased age,
severe NYHA functional class (NYHA>II), comorbidities and poor
outcomes predictors (hypertension, diabetes mellitus, dyspnea or
atrial fibrillation), limited exercise capacity and a mild reduction in
creatinine clearance. In line with the present results, Eggers et al.
also reported that concentrations of GDF-15 were higher in different
comorbidities such as hypertension or diabetes [12]. In addition, the
multivariate analysis shows that GDF-15 levels are related to hyper-
tension (p<0.001) and NSVT (p =0.006). As both comorbidities irre-
mediably aggravate remodeling and hypertrophy, GDF-15 levels
might reflect pathophysiological changes occurring in left ventricular
remodeling. NSVT has been proven to be a strong determinant of pro-
gressive heart failure and death in young patients with HCM; howev-
er in older patients (over 40 years old) NSVT is more related to a
progressive myocyte loss and fibrosis [28]. The current cohort pre-
sents relatively old individuals aged of 47.1 years old, hence, the in-
crease of GDF-15 levels and incidence of ventricular arrhythmia
probably reflects worse functional status. Furthermore, plasma GDF-
15 levels but not other biomarkers were associated with NSVT in
NYHA 1II patient group (Fig. 2). To our knowledge, this is the first in-
vestigation testing GDF-15 in this severe symptom in HCM; this find-
ing might allow the identification of more at-risk patients compared
to current biomarkers.

4.2. Novel severity biomarker

Clinical studies have clearly shown that the stratification of pa-
tients is possible based on several factors that regulate the hypertro-
phic response of the myocardium [29]. Changes in severe HCM are
independently associated with age and subsequent risk, which entail
successive and worse alterations: expression levels of structural pro-
teins, proliferation rate of fibroblast, deposition of extracellular ma-
trix constituents or fibrosis, and hypertrophy of cardiac myocytes
[30].

Although interpretative limitations of plasma biomarker profiles,
the present study has found interesting correlations between GDF-
15 plasma levels and biomarkers of disease severity (MMP-2, NT-
proBNP, hs-TnT and vWF). Roldan et al. found changing levels of
MMP-2 in overt HCM patients, suggesting the implication of the
MMP system in the long-standing disease [19]. Also, plasma NT-
proBNP levels in HCM are related to an increased risk of heart failure
[31]. This peptide is secreted from the heart and associated with last-
ing cardiac injury, consistent with the present results of harsh dam-
age. Elevated hs-TnT levels have been also associated with severe
clinical features in HCM due to the continuous loss of myocytes;
thus hs-TnT has been described as a biomarker of cardiac remodeling
and depth damage [20]. Furthermore, higher plasma concentration of
vWF in HCM patients was interestingly related with severe functional
class [32]; in this report VWF is also correlated with GDF-15 levels.
Several articles have defined GDF-15 as an aggravating or protective
factor in hypertrophy, even not being a cardiac-specific cytokine. Xu
et al. (2006) found that transgenic mice overexpressing GDF-15

support better pressure overload-induced hypertrophy [33]. They
also reported that GDF-15 expression in cardiomyocyte cultures an-
tagonized the agonist-induced hypertrophy in vitro [33], identifying
this protein as an antihypertrophic factor that antagonizes the loss
of ventricular performance. Therefore, the present correlations be-
tween GDF-15 plasma levels and blood-derived biomarkers in HCM
patients suggest that GDF-15 could act within the cardioprotective
cytokine network activated in hypertrophic remodeling.

On the other hand, according to the previous commentaries,
greater biomarker influences in the multivariate analysis would
have been expected for the GDF-15 levels, which would have denoted
severe heart damage. However, the entire cohort was contemplated
in this multivariate analysis and earlier stage patients might be
more capable of adopting efficient methods for managing the disease,
resulting in a lessening of their symptoms and biomarkers expression.

In accordance, the present data show only significantly increased
levels in evolved pathological conditions and advanced functional
class. NYHA I class patients, without a severe profile of the disease,
present lower and moderate GDF-15 levels (Table 1), and thus these
levels do not seem to be involved in HCM disease. Nonetheless, the
fact that GDF-15 levels are not increased in stable patients (class I)
confers a stronger power as a biomarker of changing status, since
the cytokine would be only highly increased in worse functional
class (Fig. 1A), which is useful to deduce myocardium depth damage.
Indeed, GDF-15 levels of class Il were slightly raised but notoriously
increased in class III compared to functional class [ patients
(Fig. 1A), corroborating the present assumption. In the same line, an
interesting report found that GDF-15 levels predicts noncardiovascu-
lar death in older patients alone or in combination of NT-proBNP [34],
although different ages studies, the predictive value of this biomarker
in younger populations requires further investigation.

Although the knowledge of physiological functions is limited, in-
creased levels of GDF-15 could be related to the progression of the
disease, as an apparent consequence of the remodeling activity. Sim-
ilar associations were found between plasma GDF-15 levels and fea-
tures of worse heart failure, renal function in the different Trials
[14,35] providing strong prognostic information. Conversely, compa-
rable correlations were reported with clinical predictor markers
such as hs-TnT and NT-proBNP. Despite the relatively small number
of patients, the present HCM study shows further correlations with
novel biomarkers indicating thus its strong potential as biomarker
of worse status.

4.3. Limitations

The principal limitation of the present study lies in its purely
cross-sectional design. Although the GDF-15 levels are associated to
several biomarkers related to the progression of the disease, a longi-
tudinal study would be required to conclude the direct relationship
between GDF-15 levels and disease evolvement. In addition, obstruc-
tion to left ventricular outflow has been only analyzed under resting
conditions and not related to physical activity. As was described by
Maron et al. (2006) only exercise permitted the identification of a
more severe profile of the disease than that of the overall population
of HCM patients [36], in whom progressive heart failure symptoms
are explained by latent exercise-induced obstruction.

5. Conclusions

In conclusion, we have observed increased plasma levels of GDF-
15 in patients with a severe HCM profile. GDF-15 could allow a better
characterization of patients with severe HCM and therefore a more ef-
fective use of specific therapeutic and prevention strategies. A long-
term study of HCM patients would further assess whether GDF-15 is
a reliable prognosis biomarker either alone or in combination with
other clinical features and biomarkers.
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Learning points

What is known on this topic:

- Growth differentiation factor 15 (GDF-15) has been shown upre-
gulated in myocyte hypertrophy.

- GDF-15 has been shown to exhibit aggravating or protective ef-
fects in hypertrophy.

- This novel marker has been found associated with vascular disor-
ders such as atherosclerosis, hypertension, and heart failure.

What this paper adds:

- GDF-15 has been shown associated with severe clinical features in
patients with hypertrophic cardiomyopathy (HCM).

- GDF-15 levels are significantly correlated with other biomarkers
of vascular damage and interstitial remodeling, mechanisms in-
volved in the pathophysiology of the disease.

- GDF-15 levels are significantly increased in evolved pathological
conditions and advanced functional class.

- GDF-15 might be useful to deduce myocardium depth damage in
the clinical practice.
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