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1. Miocardiopatia Hipertréfica: Aspectos generales, diagndstico vy
tratamiento

1.1. Introduccién historica

La Miocardiopatia Hipertrofica (MCH) fue inicialmente descrita por Teare, un
anatomopatdlogo del hospital St. George de Londres en 1958, que describid una
hipertrofia asimétrica del tabique interventricular en ocho pacientes de entre 14 y 44
afios de edad(1). Aunque es reconocida como una cita clasica, las observaciones de
Teare no fueron la primera descripcion histérica de la MCH. Las referencias a la MS
cardiaca se encuentran ya en los Aforismos de Hipdcrates, de 2400 afios de antigliedad
(1;2) y existen diversas descripciones previas de corazones dilatados, con aumento de la
masa muscular, obstruccion del flujo sanguineo del ventriculo izquierdo (VI) hacia la
aorta, hipertrofia, alteraciones degenerativas y fibrosis (3). Sin embargo, el logro de
Teare a diferencia de sus predecesores, fue mostrar en una sola comunicacién la
mayoria de las caracteristicas clave de la enfermedad. Los sintomas ante-mortem en los
casos descritos consistian en dolor torécico, palpitaciones, sincope y disnea de esfuerzo.
Se documentaron los signos electrocardiograficos de inversion de la onda T y aparicion
de ondas Q patoldgicas. Siete de los ocho pacientes fallecieron de forma subita. Tres de
los pacientes presentaron fibrilacion auricular (FA), uno de los cuales sufri6 una
embolia cerebral a la edad de 19 afios. Asi pues, en una serie de 8 casos, Teare pudo
poner de relieve la mayor parte de las complicaciones clinicas principales de la
enfermedad. Sin embargo, la mayor contribucion a la posteridad fue la descripcion
unificada del perfil anatomopatoldgico de la MCH: hipertrofia inexplicada del VI, con
afectacion del ventriculo derecho (VD) en dos de los casos, y haces musculares en
orientaciones diferentes “disarray”, separados por tejido conjuntivo en el examen
histologico. La desorganizacion miocitaria, continla siendo la caracteristica con mayor
valor patognoménico de la MCH. Con una perspectiva verdaderamente notable, Teare
comentd que la fibrosis evidente en determinados casos era de tipo isquémico.
Actualmente se reconoce que la isquemia desempefia un papel central en la patogenia de
la MCH es una causa clave del dolor tordcico caracteristico y un probable
desencadenante de la arritmia, en especial cuando se superpone a sustrato de
desorganizacion miocitaria y fibrosis. En un anexo a su articulo, Teare describia la

muerte subita (MS) del hermano de uno de los casos de la serie. En el examen post-
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mortem, el corazén de este tenia un aspecto casi idéntico al de su hermana, y ello
establecio la base genética de la enfermedad. La familia fue descrita de forma detallada
en un articulo posterior en el que se designd la entidad como Miocardiopatia
Obstructiva (4).

1.2. Definicion de la enfermedad y relevancia clinica

La hipertrofia del VI (HVI) es una adaptacion fisiolégica del corazon a un
incremento de la carga. La HVI es normalmente secundaria a condiciones clinicas como
la hipertension arterial (HTA) o la enfermedad valvular (5;6). Sin embargo, algunos
pacientes desarrollan la hipertrofia cardiaca en ausencia de estas condiciones que
imponen una carga al corazon, esta forma primaria o esencial es frecuentemente
familiar y esta causada por mutaciones en genes sarcoméricos, designandose como
miocardiopatia hipertrofica (MCH) (7;8).

Las miocardiopatias en general son un grupo heterogéneo de enfermedades del
musculo cardiaco, definido por la estructura y funcion anormal de miocardio en
ausencia de HTA, enfermedad valvular, enfermedad arterial, enfermedades cardiacas
congenitas y otras causas secundarias suficientes para causar las anormalidades

miocéardicas observadas(7).

La MCH es la enfermedad cardiovascular monogénica mas comun, con una
prevalencia estimada de 1:500 en la poblacién general(9), los pocos estudios existentes
sobre la prevalencia de la MCH han sido realizados en los EE.UU y en Japon(8;10-13).
Es una enfermedad compleja con caracteristicas fisiopatoldgicas Unicas y una gran
diversidad de caracteristicas morfoldgicas, funcionales y clinicas. Aungque muchos
pacientes con MCH experimentan un curso relativamente benigno de la enfermedad,
hay riesgo de eventos cardiacos adversos, como fallo cardiaco o muerte subita debido a
la fibrilacion ventricular, siendo la causa numero uno de muerte subita cardiaca en

atletas en algunos paises desarrollados.

Tiene una herencia con patron mendeliano autosémica dominante, la descendencia
de un individuo afectado tiene una probabilidad de un 50% de heredar la mutacion y
riesgo de enfermedad. Alternativamente, hay pacientes con falta de historia familiar de
MCH, son casos esporadicos que pueden ser debidos a mutaciones que, por su baja

penetrancia, no llegan a causar sintomas en el resto de los portadores de la familia 0 més
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probablemente por el analisis incompleto de todos los posibles portadores en la familia
del paciente (12). A pesar de ello, existe la posibilidad de que haya una mutacion de
novo en el probando pero ausentes en los padres. Actualmente, se considera que menos

del 50% de los portadores de mutaciones se manifiestan como casos esporadicos (12).

La penetrancia incompleta, junto con la expresion fenotipica variable, constituye
un obstaculo para el completo entendimiento del espectro clinico y las consecuencias de

la enfermedad.

Segun la Sociedad Europea de Cardiologia las miocardiopatias primarias o
idiopaticas se clasifican, segun criterios tanto morfologicos como funcionales en cuatro
categorias: 1) MCH, 2) Miocardiopatia Dilatada (MCD), 3) Miocardiopatia restrictiva
(MCR) y 4) Miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho (MAVD). Existe un
grupo adicional de miocardiopatias no clasificadas que incluye la Miocardiopatia
Espongiforme o no compactada (MCNC) (Figura 1).

Figura 1. Clasificacion propuesta por el Grupo de Trabajo de la Sociedad Europea de
Cardiologia sobre Miocardiopatias y Enfermedades del Pericardio.

1.3 Presentacion clinica y diagnostico de la MCH

La MCH se define como grosor de la pared mayor de 15mm. En ecocardiograma,
el engrosamiento de la pared se sitla entre 20-25mm, pero son frecuentes los casos
entre 15 y 20mm e incluso de menor tamafio (14). Un grosor de la pared de 13-14
constituye una zona gris de diagndstico clinico y debe evaluarse cuidadosamente en el
contexto de la historia médica de cada individuo. En estos casos el ECG puede ser util
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para identificar la enfermedad, ya que un 50% de los adultos portadores con un grosor
de pared normal en ecocardiograma tienen alteraciones electrocardiogréficas (15)

El fenotipo de la MCH esta representado por un espectro continuo que se extiende
desde un corazdn macroscépicamente normal hasta las formas severas, con una
hipertrofia masiva del miocardio. Funcionalmente, la MCH se caracteriza por rigidez
anormal del VI que conduce a un defecto de llenado ventricular. La anomalia mas
caracteristica es una disfuncién diastélica, mas que sist6lica. Las arritmias malignas e
incluso la MS pueden aparecer en ausencia de signos ecocardiograficos previos al
desarrollo de HVI o con hipertrofias muy ligeras (10).

Aungue en general, los pacientes tienen un deterioro gradual de clase funcional y
funcion ventricular izquierda con la edad (16), la MCH tiene una expresividad y
penetrancia variable en relacion con la edad (13;17;18). La HVI severa del VI raramente
se documenta en los primeros afios de vida, se suelen observar los primeros hallazgos de
la enfermedad durante la adolescencia (12-15 afios), en la que el grosor puede
incrementase dramaticamente en pocos meses 0 afios (13;19;20). La progresion de la
hipertrofia se asocia solo con leves aumentos en las dimensiones de la cavidad, siendo
el resultado morfologico final un VI tipicamente pequefio con una hipertrofia muy
Ilamativa (21).

La HVI es considerablemente mas severa en los pacientes mas jovenes que en los
de mayor edad. Existe una relacion inversa evidente entre el grosor de la pared VI y la
edad (22-24). Los grados mas marcados de HVI (>30mm), se han observado
principalmente en pacientes jévenes (<40 afios), mientras que a mayor edad (>55-60
afios), por lo general, la HVI es mas moderada, superando excepcionalmente grosores
de pared de mas de 25mm. No se conoce exactamente el por qué de esta relacion edad e
HVI, 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, quizés producido por una fibrosis progresiva (16;24;25). Los sintomas de la
MCH pueden incluir disnea, dolor de pecho atipico, sincope, presincope o HTA. Los
pacientes con obstruccion en el tracto de salida del V1 suelen ser mas sintomaticos.
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1.3.1. Clasificacion morfologica

La MCH tiene una expresion morfoldgica muy heterogénea como anteriormente
se ha descrito. Existen varios tipos de anatomopatoldgicos de distribucion de la
hipertrofia: asimétrica (septal, apical o medio-ventricular) y la concéntrica. Figura 2.

I Wik
mitral

Ventricul
izuie rdo

Figura 2. Representacion esquematica de los patrones de distribucion de la HVI mas
frecuentes

Segun algunos autores, la forma de hipertrofia mas comdn es la hipertrofia septal
asimétrica (70%), donde el engrosamiento del musculo afecta predominantemente al
tabique o pared que divide los lados derecho e izquierdo del corazén (Figura 2). En
otros pacientes el engrosamiento del musculo se distribuye de forma homogénea a los
largo del ventriculo, lo que se conoce como HVI simétrica o concéntrica (20% de los
casos). La hipertrofia apical es mas rara, y en ella el engrosamiento afecta
predominantemente a la punta (apex) del VI, que aparece como una cavidad afilada en
forma de “as de picas”(17). Las hipertrofias concéntricas y apical supondrian menos del
30% de los casos. Estas cifras varian entre los estudios y paises, siendo particularmente
frecuente la forma apical en Japon (26).

Lever et al (27) describié un predominio de MCH con septo sigmoideo entre la
poblacion de mayor edad y sugirié una asociacion edad-dependiente con las distintas
morfologias del septo. Esto le llevd a la clasificacion de la MCH en funcion del
contorno septal en cuatro subtipos anatomicos: septo sigmoideo, septo reverso, septo

neutro y MCH apical, Figura 3.
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~ 10% Myofilament -~ 80% Myofilament -~ 30% Myofilament -~ 40% Myofilament
Gene + Gene + Gene + Gene +

Figura 3. Patrones de hipertrofia segun la clasificacion de Lever H.M et al (Lever HM 1989) y
la probabilidad pretest de estudio genético positivo segln el subtipo anatémico (Binder J 2006)

Esta clasificacion ha resultado de gran utilidad a la hora de valorar la probabilidad
de presentar un estudio genético positivo basado en el fenotipo anatdmico expresado
por el paciente, en lo que se ha venido a llamar estudio genético guiado por
ecocardiografia (28) (29).

1.3.2. Criterios diagnosticos

Buena parte de los afectados estan asintométicos en el momento del diagndstico, y
los diagnosticos de producen de forma casual o tras un estudio familiar (10;30-32).
Ademas, la sintomatologia es variable. Los sintomas mas comunes son la disnea de
esfuerzo, palpitaciones, dolor torécico, cuadros presincopales y sincope (33). En nifios y
adolescentes el presincope y sincope de esfuerzo identifican a un subgrupo de pacientes
con mayor riesgo de MS. En general, la MCH se manifiesta y diagnostica mas a

menudo en adultos a partir de la cuarta década de la vida (10;34) .

El ECG (Figura 4) constituye la primera prueba diagnostica, por su disponibilidad

y bajo coste.
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ELECTROCARDIOGRAMA ECOCARDIOGRAFIA

Figura 4. Electrocardiograma e imagen ecocardiogréfica en la MCH.

El ECG con frecuencia sugiere el diagnostico, aunque su normalidad no descarta
la enfermedad (el 95% de los afectados tienen un ECG patolégico).

La ecocardiografia es el método id6neo para confirmar o excluir el diagndstico

, Ya que permite localizar y definir la severidad y extension de la hipertrofia (Figura 4).
Constituye una herramienta fundamental en los programas de cribado familiar. La
presencia de HVI en la ecocardiografia es la caracteristica diagndstica fundamental (35),
aungue para los patdlogos es la presencia de fibrosis y la desestructuracién del
miocardio (“disarray”) en la muestra anatémica, el hallazgo definitorio de la
enfermedad (1;35;36). Las técnicas de ecocardiografia-Doppler han permitido grandes
avances en el conocimiento de la fisiopatologia, seguimiento y en el prondstico de la

enfermedad.

La ecocardiografia permite ademas valorar la funcién sistélica biventricular,
cuantificar los didmetros y volumenes de las cavidades. EIl uso de la ecocardiografia
también permite mediante técnicas de Doppler tisular el estudio de la funcidén diastélica
VI.
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La resonancia cardiaca se ha convertido en una prueba obligada en todo paciente
con MCH, tal y como se recoge en las guias de diagnostico y tratamiento del grupo
europeo (37). La resolucion espacial de la resonancia es superior al ecocardiograma, y
la reproducibilidad interobservador es muy elevada. Permite la valoracion en detalle de
la distribucion y severidad de la hipertrofia en todos los segmentos del VI y la
evaluacion de la afectacion del ventriculo derecho. Ademas, y a diferencia de la
ecocardiografia, la resonancia permite una aproximacion a la histologia del miocardio
V1. Las imégenes obtenidas tras la administracion de contraste evidencian o descartan la
presencia de fibrosis miocardica. La fibrosis miocardica se ha asociado a progresion a
disfuncion sistélica VI y a un mayor riesgo arritmico (taquicardia ventricular no
sostenida (TVNS) y FA) (38). La asociacién entre la presencia de fibrosis y la MS es un
tema de debate en la actualidad (39) (40).

La prueba de esfuerzo y el Holter son técnicas habituales, que si bien no suelen
afiadir informacion diagnostica si permiten entender los sintomas. Son test importantes

en la valoracion prondstica de los pacientes.

En la prueba de esfuerzo o ergometria un 24% de los pacientes con MCH
presentan una respuesta tensional o presora andmala (RPA) (elevacién de presion
arterial sistélica menor de 20 mmHg con el esfuerzo o caida de 10 mmHg respecto a la
méaxima cifra de TA alcanzada durante el esfuerzo) (41). Esta respuesta anomala de la
TA es mas frecuente en historia familiar de MS y también se asocia con un VI pequefio.

El Holter ECG de 24 horas se considera una exploracion obligada en estos
pacientes, se realiza para detectar arritmias ventriculares y auriculares. Un 19% de los

pacientes tienen (TVNS).

En los familiares de primer grado de pacientes con MCH, la probabilidad de ser
portadores de la enfermedad es del 50%, y en este contexto, la presencia de anomalias
menores en el ECG o en el ecocardiograma tiene una significacion mucho mayor que en
la poblacién general. Se han propuesto unos nuevos criterios diagndsticos aplicables a
familiares adultos de primer grado de pacientes con MCH que presentan alteraciones en
el ECG no explicadas por otra patologia (13;30).
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1.4 Evolucién de la enfermedad: Prondstico en la MCH

Aunqgue la presencia de sintomas severos en individuos jovenes (particularmente
en nifios) podria asociarse con un mayor riesgo de mortalidad, un nimero importante de
muertes se producen en pacientes asintomaticos o con sintomas leves, en ocasiones

incluso en deportistas de alta competicién con una alta capacidad funcional.

Se han identificado muchos factores de riesgo asociados con un elevado riesgo de
MS en pacientes con MCH (18). Clasicamente se ha propuesto que a aquellos pacientes
con uno o mas factores de riesgo de los siguientes (HVI > 30mm, obstruccién >90
mmHg, sincope inexplicado, antecedentes familiar de MS a edad joven, presencia de
TVNS en holter o0 RPA en la prueba de esfuerzo) se le deberia implantar un
desfibrilador automatico implantable (DAI)(18;42;43). Recientemente, en 2014 se
publicd una nueva forma de estratifica el riesgo basada en una formula que incluye la
mayoria de los factores clasicos (excepto la RPA) y en la que se ha incluido la edad y el
tamanfo auricular izquierdo (44;45).

A pesar de los continuos esfuerzos realizados en la investigacion de esta
enfermedad, existen algunos aspectos controvertidos relacionados con su manejo
clinico, siendo el principal la identificacion y tratamiento de los pacientes con alto
riesgo de MS. Incluso con la nueva férmula propuesta por O"Mahony el 30% de los
pacientes que falleceran de forma subita no son clasificados como de alto riesgo. Es
posible que la incorporacion a la formula del riesgo de la informacion genética y los
resultados de la caracterizacion tisular de la resonancia cardiaca permita una mejor

identificacion de estos sujetos en riesgo.

Hasta la fecha no se ha reconocido el valor de la informacion genética en el
prondstico de la MCH (46). A pesar de que existen mutaciones que implican un
evidente mal pronostico y que predicen el desarrollo de disfuncion sistolica, evolucién a
trasplante cardiaco o una mayor probabilidad de muerte subita, en las guias
recientemente publicadas sobre la enfermedad, solo se le asigna un valor diagnéstico
para descartar fenocopias (PRKAG2, LAMP2, GLA) y para la identificacion de
portadores en riesgo de desarrollar la enfermedad entre los familiares. Ejemplos
recientes del valor pronostico de la informacion genética en la MCH son una de las
primeras mutaciones publicadas en la literatura (MYH7 p.R453C) descrita por el grupo
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de Seidman y McKenna (47) y una revision reciente sobre mutaciones en MYH7 que
afectan a la region conversora de la MYH7 (48).

La MS puede producirse a cualquier edad, con una incidencia anual de un 2-4% en
centros de referencia y de alrededor de un 1% en no seleccionados (18;42;49;50).

1.5 Tratamiento

A la hora de tomar decisiones terapéuticas es importante tener en cuenta la
heterogeneidad de la enfermedad en sus caracteristicas genéticas, morfoldgicas,
funcionales y clinicas, asi como su historia natural (50;51). El tratamiento de la MCH
persigue unos objetivos basicos: mejorar la sintomatologia y la capacidad funcional de
los pacientes, controlar las arritmias, evitar las complicaciones al reducir el riesgo de

MS y aumentar la supervivencia.

En los pacientes sin factores de riesgo de MS vy sin disfuncion sistélica, la
presencia de sintomas como la disnea, el dolor torécico, las palpitaciones o el sincope
afectan a su calidad de vida. Los B-bloqueantes son el tratamiento sintomético de
primera eleccion, consiguen aliviar los sintomas en al menos en dos tercios de estos
pacientes (52). Ademas poseen un efecto antiarritmico lo que puede prevenir la MS,
aunque este efecto no ha sido claramente demostrado. Los farmacos calcio-antagonistas
no dihidropiridimicos tienen un efecto depresor sobre la contraccion miocéardica y la
frecuencia cardiaca, y sirven de alternativa a los pacientes que no toleran los [-
bloqueantes. La Disopiramida es un agente inotropico negativo y antiarritmico tipo I-A
que ha demostrado un beneficio sintomatico en pacientes con MCHO al reducir el SAM
mitral, la obstruccion y la IM asociada (52-56).

Se ha comprobado en pacientes de alto riesgo la eficacia de la amiodarona en la
prevencion de la MS. Este es un farmaco antiarritmico utilizado en el tratamiento de la
FA debido a su efecto antiadrenérgico y bloqueante de los canales de calcio. El
pronostico también mejora con su empleo, con una reduccion significativa de la
incidencia de MS en pacientes con TVNS (57;58).

Cada vez es mayor el nimero de pacientes hipertroficos a los que se les coloca un
desfibrilador automatico implantable (DAI). ElI DAI tiene efectos secundarios
importantes, un coste elevado e implicaciones socio-laborales, por lo que es necesario

mejorar la identificacion de los pacientes que realmente se beneficiarian de este
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tratamiento y evitar su empleo inadecuado. EI DAI es el tratamiento més efectivo para
pacientes de alto riesgo. La implantacion de un DAI podria prevenir la MS en estos
pacientes y su eficacia ha sido documentada en aquellos con historia de parada cardio-
respiratoria resucitada o TV (11% de descargas apropiadas/afio) y también como
tratamiento profilactico en pacientes de alto riesgo (5% descargas apropiadas/afio)
(59;60).

Al menos un 10% de los pacientes desarrollan una fase dilatada de la enfermedad.
Los pacientes que se encuentran en una fase final de la enfermedad que no responden al
uso del tratamiento farmacoldgico, estaria indicado la realizacién de un trasplante
cardiaco (61).

En algunos pacientes, el tratamiento médico no logra el control adecuado de los
sintomas con empeoramiento de su calidad de vida, lo que lleva a plantear la necesidad
de un actitud invasiva individualizada segun las caracteristicas del paciente y dirigidas
principalmente a tratar la obstruccion como es la ablacién septal alcohdlica, la

miectomia quirdrgica o el implante de un marcapasos bicameral tipo DDD (62).

Por dltimo, para los pacientes asintomaticos sin factores de riesgo de MS vy sin
disfuncién sistdlica no existe evidencia de que el tratamiento profilactico prevenga la
MS o la progresion de la enfermedad, aunque se recomienda reducir la préactica
deportiva y un control estricto de las cifras de tension arterial (TA). La indicacion del
tratamiento en el paciente asintomatico no estd claramente definida y la decision de
tratarlo 0 no, deberia basarse en la existencia de una historia familiar maligna, en la
naturaleza del defecto genético y en la severidad de las alteraciones fisiopatologicas
(10;63).

2. Estructura y funcionamiento del sarcomero cardiaco

El sarcomero cardiaco es la unidad basica de contraccién del musculo cardiaco. Se
trata de una estructura compleja con una estequiometria muy precisa y con maltiples

zonas de interaccion entre proteinas (64;65).

Las proteinas que forman el sarcomero se organizan en filamentos gruesos y finos
que interaccionan entre si para producir la contraccion, que sucede por deslizamiento e

interconexion de los filamentos finos y gruesos (Figura 5).
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Figura 5. Organizacion del sarcomero cardiaco

Los componentes del sarcomero ejercen distintas funciones dentro de la
maquinaria contractil del miocito: unos realizan funciones enziméticas y de desarrollo
de fuerza (como la cadena pesada de la [-miosina), otros cumplen funciones
estructurales (como la proteina C de union a la miosina), y otros funciones reguladoras

(como la Troponina T, la Troponina | y la a-Tropomiosina).

Los filamentos gruesos estan formados por la proteina C de unién a la miosina
(MYBPC3) y por la miosina cardiaca, que es el principal componente de los filamentos
gruesos del sarcomero, formada a su vez por dos cadenas pesadas y dos pares de
cadenas ligeras (la cadena esencial y reguladora de la miosina, CLE y CLR
respectivamente) y el motor molecular que transforma la energia de la hidrolisis del
adenosin trifosfato (ATP) en movimiento de desplazamiento de los filamentos. Estos
filamentos gruesos se asocian a la titina, una proteina no contractil que regula la rigidez

miocéardica (66).

Los filamentos finos estan formados por actina, la a-Tropomiosina y el complejo

de Troponina (Troponina I, C y T). La Troponina actia como un sensor de calcio,
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regulando la concentracion cardiaca en respuesta a las variaciones de la concentracion

de Ca®" intracelular (Figura 6).
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filarmento
delgado hacia M

— Q

P

filarmento

i AR

19 PUES
- 7

2 Hidrdlisis del ATP 4 Golpe de potencia

ATE
caheza de
minsina 45°

1 Unidndel ATP ala
raheza de miosina

Figura 6. Interaccion actina-miosina

Se considera por tanto que es el receptor especifico del calcio en los filamentos
delgados del musculo cardiaco, y funciona de forma muy sensible para regular los dos
estados (tanto la concentracion como la relajacion). EI complejo de Troponina esta
formado por tres cadenas polipeptidicas: la Troponina C (Tn C), que se une al Ca **; la
Troponina | (Tn 1), que inhibe la concentracién muscular impidiendo la unién entre la
actina y la miosina; y la Troponina T (TnT), que permite la union del complejo de

Troponina a la a-Tropomiosina durante la contraccion muscular

Al microscopio electrénico el sarcomero exhibe un patrén regular de bandas con
areas claras y oscuras, consecuencia del cruzamiento entre los filamentos finos de actina
y los gruesos de miosina. La alineacion de los filamentos del sarcomero es critica para
la interaccion actina-miosina y su contraccion. Las cadenas pesadas de miosina
contienen los sitios de union al ATP vy la actina, y constituye el verdadero motor
molecular de la contraccion miocérdica (10).
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El latido del musculo cardiaco es un mecanismo iniciado por impulsos nerviosos y
que provoca la liberacion de Ca®* al citosol que bafia las miofibrillas; por el contrario, la
relajacion tiene lugar tras la reabsorcién del Ca®* por el reticulo sarcoplasmico. La
contraccion se produce por la interaccion ciclica de la miosina y la actina en un proceso
gue consume ATP, gracias a la actividad ATPasa asociada con la cabeza de la cadena
pesada de la miosina (Figura 6). La liberacion de grandes cantidades de Ca®*
almacenadas en el lumen del reticulo sarcoplasmico hacia el citoplasma y la respuesta a
un potencial de accion en la membrana plasmatica, se traduce en un cambio en la

conformacion de la cabeza de la miosina que le permite interaccionar con la actina.

La unién del Ca?* intracelular al complejo Troponina y la o-Tropomiosina hace
posible la interaccion actina-miosina. Las cabezas de miosina se unen con las moléculas
de actina, con desplazamiento de la actina hacia el centro del sarcomero. El
deslizamiento de los filamentos gruesos y finos permite el acortamiento del sarcomero y
la contraccion muscular. La funcién de la MYBPC3, situada en la banda A del
sarcomero, todavia no ha sido definida por completo, pero se cree que participa en el
ensamblaje de los filamentos gruesos por union a la miosina y la titina, y que también

desempefia una funcion reguladora dentro del sarcomero (Figura 6) (67).

3. Histologia de la MCH vy significado clinico

Macroscopicamente, 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 VI
(16;25;65).

Desde el punto de vista anatomopatolégico, la MCH se caracteriza por la
presencia de desorganizacién de los miocitos (“disarray”), enfermedad de pequefio vaso
e incremento de la fibrosis intersticial (1;65;68;69) (Figura 7) que contribuyen al
desarrollo de un amplio espectro de anomalias funcionales, incluyendo isquemia
miocardica, disfuncion diastdlica, insuficiencia cardiaca congestiva, arritmias y muerte

subita.
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Figura 7. Muestras anatomo-patoldgicas de un paciente con MCH. A:
Imagen microscopica de un corazon normal (izquierda)y con
desorganizacion de los miocitos-MCH (derecha), B: Imagen macroscopica
de un corazén con MCH.

4. Fisiopatologia molecular de la MCH

La MCH es una enfermedad compleja con caracteristicas fisiopatoldgicas Unicas y
una gran diversidad de caracteristicas morfologicas, funcionales y clinicas. En estudios
funcionales in vitro se ha demostrado que en portadores de mutaciones relacionadas con
MCH, la funcion del sarcomero se altera primero por la disminucion de la actividad del
filamento translocado o la fuerza, que conduce a una reduccién de la produccion de
energia. Por otra parte, puede aumentar la tasa de motilidad in vitro de deslizamiento de

los filamentos o la fuerza (65).

Los cambios moleculares subyacentes a estas observaciones parecen variar e
incluyen una reduccién de la cinética de entrecruzamiento (70) menor actividad
ATPasa, sensibilidad alterada del calcio (Ca2+) (65;71-73), atrofia del miocito (71) y
problemas del acoplamiento excitacién—contraccion (65;74). Estos puntos en comdn y
la diversidad de los mecanismos moleculares y celulares podrian estar implicados en la
patogenia de las fenotipos finales de MCH vistos clinicamente (75).

Se desconoce ain como una mutacion de una proteina sarcomérica y el defecto
funcional observado estan vinculados al desarrollo de las caracteristicas microscopicas
de la MCH. Se han propuesto varias hipdtesis (25;70;76) que sugieren el hecho de que
mutaciones de la MCH inducen defectos funcionales en la contractilidad del miocito, asi
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como producir disfuncién sistolica y diastolica que inducen un aumento del estrés
parietal, una reduccion del volumen de eyeccion y, en consecuencia, una activacion de
factores troficos y mitéticos de estrés (tales como, angiotensina I, factor de crecimiento
insulinico tipo 1; IGF-1, factor de crecimiento transformante beta 1;TGF-b, factor de
Necrosis Tumoral alpha; TNF-a, Interleukina 6; IL-6 y endotelina) (77). Estas
moléculas promueven la entrada de Ca”* en las células y la activacion de vias de
transcripcion que conducen a los diversos fenotipos histoldgicos y estructurales de
MCH incluyendo hipertrofia cardiaca, fibrosis intersticial y disarray del miocito (78).
Por tanto los primeros intentos para explicar la patogenia de MCH sugirieron que la
incorporacion de proteinas sarcoméricas mutantes deprimen la funcion contréctil, y
producen la activacion posterior de respuestas neuroendocrinas y mecanicas que llevan

a una hipertrofia compensatoria (Figura 8) (25;75).

PROTEINAS CONTRACTILES MUTADAS EN EL SARCOMERD
EJ: CADENA PESADADELA fMIOSINA

Figura 8. Modelo convencional mediante el cual mutaciones que
conllevan hipocontractilidad podrian desencadenar una hipertrofia
compensatoria en MCH. Adaptado de (Ashrafian H. y cols., Trends
in Genetics. 2003).
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El problema de esta hipotesis 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, Tnl y tropomiosina) que aumentan
realmente la fuerza de contraccién (77;78). Por tanto, la  disminucion de la
contractilidad per se no puede ser el tUnico estimulo que derive en hipertrofia. En un
modelo alternativo donde hay un aumento en la fuerza de la contraccion, la hipertrofia

inducida ocurre directamente como consecuencia de la hipercontractilidad (77;79).

Por otro lado, la hipertrofia de la MCH es caracteristicamente asimétrica y tiende a
ser mucho mas severa que la hipertrofia concéntrica que aparece por el aumento de la
carga en el corazon (por ejemplo, en la HTA). Corroborando los datos biofisicos e
indices ecocardiograficos, el estudio de portadores de la mutacién que todavia no tienen
hipertrofia, revela un engrosamiento mas que una contractilidad disminuida,
argumentando en contra de la hipo6tesis compensatoria (79). 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 por la hipotesis de la hipertrofia
compensatoria, cuando las proteinas mutantes estan presentes desde el nacimiento (80).

El modelo final que puede explicar la hiper e hipocontractilidad observadas en
ambos modelos anteriores es la hipotesis del "compromiso energético™(75) 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 utilizacion de ATP en el sarcomero. El aumento de la demanda pone en
peligro la capacidad de los miocardiocitos para mantener los niveles de energia en
compartimentos subcelulares responsables de la contraccion y funciones hemostéaticas
criticas, tales como la reabsorcion de calcio. Esta disfuncion del miocito facilita la
hipertrofia.

Diversos estudios fundamentan que como consecuencia de la disminucion de
ATP disponible para mantener la recaptacion normal de calcio, se produce un aumento
del Ca?* citosélico, activando sefiales de transcripcién dependientes de Ca?* la mas
importante parece ser calcineurina y los factores de transcripcion NFAT (factor nuclear
de linfocitos T activados) y MEF-2 (factor potenciador de miocito) produciendo
hipertrofia y fibrosis (80-82).
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Para explicar la naturaleza asimétrica de la hipertrofia, que es uno de los rasgos
mas caracteristicos de MCH, varios modelos tedricos que asumen una tension de la
pared miocardica uniforme, muestran mayores demandas de energia en el septo
ventricular (83). Un déficit severo de energia también pondra en peligro la funcién del
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
citosolica 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 corazén y esto podria explicar el aumento del riesgo de MS observado durante el

esfuerzo, especialmente en deportistas de competicion (75).

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 rdpido crecimiento que tiene lugar en la pubertad
aumenta el tamafio cardiaco y las demandas metabdlicas, mientras que los niveles de
fosfocreatina y ATP miocéardicos declinan con la edad debido principalmente a la

disfuncion mitocondrial (84).

Por tanto, a nivel biofisico, las mutaciones de los miofilamentos (sarcomero)
generalmente aumentan la sensibilidad al Ca*" la fuerza maxima de produccién y la
actividad ATPasa. Estos defectos, en ultima instancia, parecen converger en una
deficiencia de energfa y alteran el manejo del Ca?* como principales rutas comunes
hacia los rasgos anatomicos (hipertrofia, “disarray” y fibrosis) y caracteristicas
funcionales (sefializacion patoldgica y disfuncidn diastolica) caracteristicos de la MCH
(85).

Estudios funcionales con algunas mutaciones sarcoméricas han permitido
demostrar varios de los defectos a nivel molecular, como el aumento de la sensibilidad
al Ca?* y la reduccion de la actividad ATPasa de la miosina, llegando a observarse las
alteraciones en la interaccion actina-miosina y la reduccion de la capacidad contractil
del miocito (86;87). Otros estudios demostraron que la disfuncién ventricular izquierda
precede a los cambios morfoldgicos, por lo que el deterioro de la capacidad contractil
seria anterior a la aparicion de cualquier desorganizacion evidente del sarcoémero (88);
(89). Esta disfuncidn contractil podria servir de estimulo para la liberacion de varios
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factores de crecimiento, que a su vez favorecerian la hipertrofia del miocito y el
aumento del colageno intersticial, lo que contribuye a desarrollar la hipertrofia. En todos
los modelos animales se ha observado una desorganizacién sarcomérica y un aumento
del tejido fibroso secundarios a la expresién de la proteina mutada, caracteristicas éstas
que no se observaron en ausencia de proteinas andémalas (90;91) (71). Algunas
mutaciones en los genes TNNT2 y TPM1 incrementan la fuerza contractil del
cardiomiocito en lugar de reducirla. Este aumento estaria asociado con una alteracion en
la relacion ATP/ADP, lo que ha llevado a algunos autores a sugerir que la alteracion en
el uso del ATP podria ser la via final comun del proceso patologico (92).

El estudio de animales con hipertrofia cardiaca que expresan proteinas
sarcoméricas mutadas en el corazon (transgénicos, Knock-out y Knock-in), ha permitido
aclarar algunos de los mecanismos fisiopatologicos de esta enfermedad. Entre otros, la
hipertrofia cardiaca ha sido investigada en ratones homocigotos para mutaciones en
proteinas sarcoméricas, en un modelo de rata que expresaba una troponina T truncada y
en la que la hipertrofia solo se observaba después del ejercicio, y en un conejo que
expresaba MYH7-Q* (93-95).

Uno de los mejor caracterizados es un ratén portador del alelo mutado con GIn*®

(Knock-in) en la cadena pesada de la a-miosina, que equivaldria al genotipo de
pacientes con MCH por mutaciones en el gen MYH7. Aungue estos animales
manifestaban el fenotipo caracteristico de la enfermedad, con desorganizacion miocitica
y fibrosis intersticial, raramente padecian la marcada hipertrofia cardiaca presente en los
humanos. La cadena pesada de la B-miosina es la principal isoforma de miosina
expresada en el corazon humano y del conejo, pero en el corazén del raton la isoforma
predominante es la a-miosina, lo que podria explicar en parte las discrepancias entre los
hallazgos en el hombre y en el raton (96). Los modelos transgénicos de conejo
“imitarian” mejor el fenotipo humano con una marcada hipertrofia, fibrosis intersticial,
disfuncién diastdlica, conservacién de la funcion sistélica, y un aumento en la
incidencia de muerte prematura. Ademas, se ha constatado una reduccién en las
velocidades de contraccion y relajacion en los conejos transgénicos previa al desarrollo
de la hipertrofia cardiaca (95).

En resumen, las mutaciones sarcoméricas se pueden traducir a nivel molecular de

varias formas: las proteinas sarcoméricas mutadas pueden afectar a la actividad ATPasa
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(97) (98), pueden ver afectada su sensibilidad al calcio (99-101); o puede alterarse el
deslizamiento actina-miosina (97) (102;103).

5. Genética de la Miocardiopatia Hipertrofica

Desde hace méas de 50 afios, se reconoce que la MCH es una enfermedad cardiaca
familiar con alto riesgo de muerte subita (MS) y progresion de la enfermedad,
caracterizada por una expresion heterogénea del fenotipo, historia natural y perfil
genético (1;17;104).

Para la MCH, la era molecular emergi6 hace mas de 20 afios con la identificacion
de mutaciones causales de la enfermedad en genes que codifican para proteinas del
sarcomero cardiaco. En 1990 en el laboratorio de Seidman en Boston, se identifico la
primera alteracion genética en una familia canadiense, una mutacion causante de la
enfermedad en el gen que codifica la cadena pesada de la B-miosina (B-MHC). La MCH
se convirtid asi en el primer trastorno cardiovascular hereditario en el que se habia
determinado el genotipo responsable (1;17;105-107). En las décadas siguientes, los
progresos en el campo de la gendmica han permitido la identificacion de varios de los
genes asociados a las miocardiopatias y por lo tanto se ha involucrado a otras proteinas
sarcoméricas en la MCH, lo cual llevé al concepto de la MCH como una enfermedad
primaria del miocardio producida por mutaciones en genes que en su mayoria codifican

proteinas del sarcomero (1;104;108).

La observacion de estos logros definiendo el sustrato de la bases genéticas estaban
acompafiadas por un optimismo y expectacion considerables de que el analisis
mutacional revolucionaria la MCH con respecto al diagndstico y prediccion del curso
clinico (47;109;110).

Mas recientemente, los avances cientificos en genética molecular han hecho
posibles la disponibilidad de test genéticos comerciales para la comunidad cientifica, al

mismo tiempo que paraddjicamente estan creando algunas cuestiones por resolver.

Desde los primeros informes de mutaciones en el gen MYH7 (47;106;107), mas
de 900 mutaciones causales en mas de 20 genes han sido identificadas en MCH y
debido a que estos genes codifican proteinas sarcoméricas (33;47;111;112), la MCH es
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considerada una enfermedad del sarcomero. De los genes donde en la actualidad se han
identificado mutaciones relacionadas con el fenotipo de la MCH, 8 de ellos afectan a
proteinas del sarcomero: Cadena pesada de la f-miosina (MYH7, cromosoma 14q11),
troponina T (TNNT2, cromosoma 1q3), a-tropomiosina (TPM1, cromosoma 15q2,
proteina C de union a la miosina (MyBPC3, cromosoma 11g11.2), troponina | (TNNI3,
cromosoma 19p13.2-g13.2), cadenas esencial y reguladora de la miosina beta (MYL3 y
MYL2, cromosomas 3p21.2-3p21.3 y 120g23-q24 y o-actina cardiaca (cromosoma
15914) (47;108;113). También se han descrito mutaciones en el gen de la titina (114),
proteina relacionada con la a-actina, y en el gen de la PRKAG2 (subunidad reguladora
y2 de la proteinquinasa activada por AMP) (115), esta ultima asociada a fendmenos de
preexcitacion (Wolff-Parkinson-White) y alteraciones de la conduccién (blogueo
auriculoventricular) (Tabla 1).

Tabla 1. Genes implicados en la miocardiopatia hipertrofica

Cadena pesada de la f miosina

cardiaca Motora (filamento grueso) 25%-35 %
Proteinarr(l:iodseirtljanién ala Estructural 25%-35 %
Troponina T cardiaca Reguladora (filamento fino) 3%-5%
Troponina | cardiaca Reguladora (filamento fino) 1%-5%
a-tropoiosina Reguladora (filamento fino) 1%-5%
Cadena ligera de la miosina 2 Estructural <5%
Cadena ligera de la miosina 3 Estructural rara
myozenina 2 Estructural (disco Z) rara
teletonina Estructural (disco Z) rara
Muscle ring finger protein-1 Estructural rara
Proteina LIM Estructural (disco Z) rara
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ACTN2 a-actinin 2 Estructural (disco Z) rara

ANKRD1 CARP Regulador de la expresion rara
JPH2 Junctophilina 2 Conduccidn del calcio rara
TNNC1 Troponina C tipo 1 Reguladora (filamento fino) rara
TTN titina Estructural rara

La MCH se caracteriza por una gran heterogeneidad genética, ya que esta causada
en el 60% de los casos por mutaciones distribuidas en estos 20 genes que codifican
principalmente para proteinas de los miofilamentos gruesos y delgados del sarcémero
(104;105). Se considera que mas del 80 % de todas las mutaciones causantes de MCH
se dan en MYBPC3 y MYH?7 (64;66), mientras que las mutaciones que tienen lugar en
genes que codifican para la Troponina T (TNNT2), Troponina I (TNNI3) y a-
Tropomiosina (TPM1), estdn presentes en un 10% de los casos de MCH vy las
mutaciones en genes que codifican para la cadena ligera de la miosina (MYL2) estan
presente en <5% de los casos (116). Las mutaciones en los genes restantes son
infrecuentes (64;116-118). Recientemente el espectro de mutaciones causales se ha
expandido, incluyendo el estudio de genes que codifican para el disco Z y linea M, tales
como MYOZ2 que codifica para la myozenina 2, Tcap 0 titin-cap (Teletonina) y
MuRF1 (Muscle ring finger protein-1) (7;64;119;120) (Tabla 1). Las mutaciones en
MYBPC3 suelen ser mas frecuentemente truncamientos, que suelen repetirse. EI hecho
de desarrollarse a una edad més tardia implica que los sintomas y complicaciones no
aparezcan durante la edad reproductora y se difundan con efecto fundador en maltiples
ramas familiares (64;109;120). Tradicionalmente se aceptaba que los sintomas eran méas
leves y el riesgo de complicaciones y MS era menor que en las mutaciones en MYH7
(121). Datos de estudios mas recientes indican que una vez la enfermedad se desarrolla,
la limitacion fisica y el pronostico de las mutaciones en MYBPC3 es similar al de la
MYH?7.

Los portadores de mutaciones en MYH7 habitualmente presentan hipertrofia
cardiaca a edades jovenes (10-30 afios) (121).
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Por ultimo debemos tener en cuenta la presencia de fenocopias de MCH, que se
presentan con caracteristicas cardiacas aparentemente similares cuando utilizamos
criterios ecocardiograficos y que pueden llevar a un diagnostico erroneo al confundir la
MCH con otras enfermedades cardiovasculares. El diagnostico seria especialmente
incierto en los casos de hipertrofia no obstructiva (122). Hay varias enfermedades que
pueden presentar un aumento importante de la masa ventricular izquierda (Tabla 2).

Tabla 2. Causas de hipertrofia del ventriculo izquierdo que comparten aspectos clinicos con la
MCH

Enfermedades metabdlicas Enfermedades de origen genético

Mutaciones en PRKAG2 (WPW
(WPW) Sindrome de Noonan (PTPN11)

Enfermedad de Fabry (GLA) Ataxia de Friedreich

Enfermedad de Danon (LAMP2) Amiloidosis familiar
iloidosi ili

Enfermedad de Pompe Sindrome de Leopard

Sindrome Hurler Mutaciones en promotor de
Fosfolamban

Sindrome Hunter

Amiloidosis. Hemocromatosis

Enfermedades mitocondriales Miscelaneas

L . . Respuesta fisiologica exagerada
Miopatias mitocondriales

MELAS Hipertension arterial
MERRF Estenosis de la valvula aortica
LEBER Amiloidosis, hemocromatosis

Corazon del atleta

Nifios de madres diabéticas

Obesidad
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Estas incluyen el fenotipo compuesto de MCH con el sindrome de Wolff-
Parkinson-White y alteraciones de la conduccion causadas por mutaciones en PRKAG2
(subunidad gamma de la protein cinasa dependiente de AMPc), la enfermedad de Fabry
causada por mutaciones en GLA (a-galactosidasa) y la enfermedad de Danon causada
por mutaciones en LAMP2 (proteina de membrana asociada al lisosoma), también
mutaciones del ADN mitocondrial y el sindrome de Noonan causado por mutaciones en
PTPN11.

5.1. Tipos de mutaciones

Aunqgue las diferencias en las manifestaciones clinicas de la MCH pueden estar
basadas en el gen implicado que codifica para una proteina concreta del sarcémero,
distintas mutaciones dentro del gen dado pueden dar lugar a fenotipos muy distintos
(112). La gran mayoria de las mutaciones (80%) son del tipo missense, que solo
producen un cambio de aminoéacido en la proteina y, aunque depende del lugar donde se
produzca este cambio, generalmente la proteina podria seguir realizando su funcion.
Otro tipo de mutaciones menos frecuentes (excepto para la MYBPC3) son las
mutaciones nonsense provocan un truncamiento en la proteina (generalmente dando
lugar a una més corta) y haciendo que ésta en la mayoria de los casos no sea funcional,
que tendrian consecuencias clinicas sustanciales, por ejemplo las mutaciones frameshift,
las cuales estdn causadas por la insercion o delecién de 1 o mas nucle6tidos en region
codificante. Por ultimo estdn las mutaciones que producen un splicing anormal del
ARNmM. En base a esta clasificacion y a la preponderancia de evidencia de una serie de
criterios, podemos llevar una idea de que mutaciones podrian ser patogénicas,

probablemente patogénicas 0 no patogénicas.

Muchas de estas mutaciones, se consideran “privadas” porque se han identificado
en una sola persona o familia. El desarrollo de las técnicas de secuenciacion masiva ha
permitido la identificacion de nuevos genes candidatos y nuevas variantes. La
proporcion de pacientes que presentan variantes de significado incierto (por no estar
previamente descritas) se ha multiplicado exponencialmente con al introduccion de los
denominados estudios por Next Generation Sequencing. Se han desarrollado diferentes
softwares informéticos (“in silico”) que tratan de estimar la probabilidad de que la

nueva variante sea 0 no patogénica.
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5.2. Relacién genotipo-fenotipo en la MCH

La heterogeneidad clinica caracteristica de esta enfermedad estd en parte
condicionada por la gran heterogeneidad genética, pero no exclusivamente. La
expresion fenotipica de la MCH puede ser diferente incluso entre portadores de una
misma mutacion (123-125) (17;18;33;123) (126).

Esta heterogeneidad tanto en las mutaciones causales de MCH como en la
expresion del fenotipo hace que la prediccion del prondstico en individuos afectados sea
compleja. El reto en el manejo del amplio espectro de la enfermedad es identificar el
subconjunto de pacientes predispuestos a muerte subita o que van a desarrollar fallo
cardiaco a los que ofrecer un tratamiento preventivo (17;33;127).

Hasta la fecha, como se comentaba con anterioridad, la informacidén genética no
ha sido reconocida en las guias como de valor prondstico (128). A pesar de que existen
ejemplos de mutaciones concretas y dominios proteicos (como la region conversora de
la miosina) asociadas a un fenotipo severo y a un prondstico ominoso, la evidencia en la

mayoria de las mutaciones es mas limitada (47;129).

Todo lo comentado con anterioridad indica que las caracteristicas de la MCH no
estan sélo determinadas por la naturaleza de la mutacion patogénica y surge asi la
necesidad de implicar factores ambientales y probablemente otros factores genéticos
para explicar esta diversidad (25;108) (130).

Los polimorfismos en el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) que
pueden afectar tanto a la hipertrofia del VI como al remodelado, parecen tener un papel
en el fenotipo de la MCH, al menos a nivel experimental y en estudios con un reducido

namero de pacientes.

Otros factores exdgenos, hormonales y otros determinados por el sexo o la edad,
influyen en el desarrollo de la enfermedad. El desarrollo de la HVI suele coincidir con
la fase de crecimiento y en estos pacientes adolescentes son en los que se observan los
grados més floridos (131). A pesar de esta asuncion ya clasica, esta asuncion no
explicaria las formas de desarrollo tardio més tipicas de las mutaciones en MYBPC3
(108;132-134).
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La presencia de “multiples hits” también podria explicar que una parte de los
fenotipos mas severos se deban a la presencia de una segunda o tercera mutacion o el

efecto modulador de un polimorfismo (efecto o fendmeno de “dosis genética”).

Algunos factores medioambientales como el ejercicio fisico de gran intensidad o
la coexistencia de HTA podrian tener un papel en la diferente expresion clinica de la
enfermedad en pacientes portadores de una misma mutacion. La evidencia sobre el
papel del deporte y la HTA sobre la magnitud de la HVI en la MCH no ha sido
estudiada.

6. Efecto de los moduladores sobre el fenotipo de la MCH

6.1. Moduladores ambientales

A pesar de que hay mucha informacién en la literatura del papel que puedan tener
las variables demograficas y aquellas relacionadas con la enfermedad en los sintomas y
prondstico en pacientes con MCH, hay pocos datos del efecto en la expresion clinica del
género, HTA y el deporte en una cohorte de pacientes genotipados (135-137).

6.2. Efecto del sexo, deporte e hipertension arterial

Sexo

Existen diferencias significativas en la presentacion y curso clinico de diferentes
enfermedades respecto al sexo. Se han evidenciado diferencias en la cardiopatia
isquémica, insuficiencia cardiaca, fibrilacion auricular, enfermedad arterial
cerebrovascular, etc. (131;138-142).

Se ha hipotetizado que el sexo es uno de los factores modificadores importantes en
la MCH(10). Aunque tanto varones y mujeres estén afectados con la misma frecuencia,
las mujeres tienden a desarrollar la enfermedad a una edad mas tardia que los hombres,
pero cuando aparece, éstas son mas sintomaticas y tienen peor prondstico (138).
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Actividad fisica

La apreciacion de que la MCH es una “enfermedad del sarcémero”, sugiere
mecanismos potenciales por los cuales el ejercicio podria ser un factor de riesgo para el
desarrollo de HVI en la MCH. Los deportistas de elite de ciertas disciplinas sufren
adaptaciones en las dimensiones de las camaras cardiacas, que habitualmente implican
un aumento del volumen de los ventriculos y cierto grado de hipertrofia. El corazén de
atleta se manifiesta como una hipertrofia simétrica fisioldgica, en contraste con la

hipertrofia asimétrica del VI de MCH.

A nivel experimental se ha demostrado el efecto perjudicial del ejercicio fisico en
modelos animales portadores de mutaciones causales de MAVD, concretamente en
JUP/PKG (143). Este tipo de estudios no se han realizado en el ambito de la MCH.

A pesar de la ausencia de evidencia de que el deporte conlleve el desarrollo de un
mayor grado de hipertrofia en los pacientes con MCH y que tampoco existan estudios
que demuestren un mayor riesgo arritmico de la actividad fisica, tanto las guias de
practica clinica de las asociaciones de Medicina del Deporte como las asociaciones
internacionales de Cardiologia (AHA, ESC) desaconsejan la realizacion de ejercicio
competitivo en pacientes con diagnostico de MCH. La restriccion del deporte se
extiende incluso a los portadores genéticos sin enfermedad desarrollada (144).

Hipertension arterial

La HTA, de la misma forma que el ejercicio fisico regular intenso, se asume que
es un activador del grado de HVI via induccidn de las rutas moleculares que llevan a la
hipertrofia del cardiomiocito (145).

El grado de HVI justificable por la HTA es de grado leve en pacientes de
europeos. De forma similar a como ocurre con los deportistas de élite, el grosor VI
maximo rara vez supera los 15mm de grosor y excepcionalmente supera los 18mm. La
HVI reactiva a la HTA severa, el corazdn de atleta y la estenosis valvular aértica severa
es habitualmente de distribucion concéntrica. Los grosores mas severos se han
observado en pacientes HTA, o en atletas de determinadas especialidades deportivas de
origen africano o etnia afroamericana (37;144).
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6.3. Polimorfismos genéticos

Muchas sustituciones de aminoécidos en la secuencia del ADN no causan
enfermedad y son considerados como polimorfismos benignos. Son variantes de la
secuencia que se encuentran en una proporcién mayor al 1 0 2% en una poblacion
control normal, proporcién que elimina la posibilidad de que se trate de una mutacion

reciente o propia de un individuo concreto.

6.3.1. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

Ademas de las mutaciones en las proteinas sarcoméricas que modifican la funcion
del miocito asociadas con la hipertrofia, la desorganizacion de las fibras y la fibrosis
intersticial, existen algunos polimorfismos en proteinas no sarcoméricas que facilitan el
desarrollo de HVI y podrian también modificar el fenotipo en pacientes con MCH
(8;116;146;147). Dentro de estos tienen especial interés los polimorfismos en los genes
del Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) (147-149) (123). El Sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) tiene un papel importante en el remodelado
cardiaco y la fibrosis. De demostrarse la asociacion entre determinados polimorfismos y
la expresién fenotipica de la MCH se justificaria el uso de agentes terapéuticos
preventivos en portadores genéticos. Hasta la fecha los ensayos con farmacos en

modelos animales han sido negativos.

Diversos trabajos han profundizado en este tema. Hay estudios en los que se
relacionan determinados polimorfismos con el grosor de la pared del VI (148;150;151)
y, por tanto, el estudio de polimorfismos en MCH podria aportar informacion sobre
factores de modificacién de la expresion fenotipica de la enfermedad.

El SRAA contribuye tanto a la HVI como al remodelado a través de efectos
mediados por la angiotensina circulante como activador local de SRAA en el miocardio
(124) (Figura 9).
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Figura 9. Representacion esquematica del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) intracelular cardiaco.El angiotensindgeno (AGT) y la renina provienen tanto de
la produccién local como de la circulacion sistémica. La enzima de conversion de
angiotensina (ECA) se expresa tanto en los miocitos cardiacos como en los fibroblastos,
al igual que la renina que facilita la sintesis local de angiotensina (ANG) Il. La sintesis de
ANG I tiene lugar en el espacio intersticial y en el intracelular. La sintesis extracelular
de ANG Il depende generalmente de la pro-renina y de la ECA. En miocitos cardiacos, la
sintesis intracelular de ANG Il puede ocurrir en el citoplasma, mediada por renina y
quimasa, o en vesiculas secretoras. La ANG Il sintetizada en las vesiculas secretoras
puede producirse o relocalizarse intracelularmente. La via de sintesis dependiente de
guimasa es la predominante en condiciones de hiperglucemia y resulta en un incremento
muy importante de la concentracién de ANG Il intracelular, sin afectar a la concentracion
intersticial. Los miocitos cardiacos y los fibroblastos responden a condiciones de
hiperglucemia mediante la activacion del SRA local. Aunque la respuesta de los miocitos
cardiacos resulta en un fuerte aumento de la ANG Il intracelular, los fibroblastos
contribuyen tanto a la ANG Il intracelular como extracelular. La sintesis de ANG Il
intracelular en los miocitos cardiacos es dependiente tanto de la renina como de la
guimasa, mientras que en los fibroblastos es catalizada por la renina y por la ECA. La
ANG Il intracelular causa hipertrofia celular e incremento de la expresién génica en
miocitos cardiacos y provoca en los fibroblastos: sintesis de colageno y expresion del
factor de crecimiento transformante-beta (TGF-beta: transforming growth factor-beta).
Las acciones de la ANG Il intracelular no son bloqueadas por los antagonistas de los
receptores de angiotensina (BRA). Estas observaciones sugieren que los BRA sélo
podrian bloquear los efectos de la Ang Il extracelular producida por los fibroblastos
cardiacos, mientras que los inhibidores de la ECA bloquearian la sintesis de ANG Il de
los fibroblastos. La ANG Il intracelular en los miocitos cardiacos podria no ser
susceptible de ninguno de estos agentes, sugiriendo sélo una parcial eficacia de los
farmacos en condiciones de hiperglucemia. Un inhibidor de la renina podria tener mejores
resultados terapéuticos en condiciones donde se activara el SRA intracelular. ATL1:
receptor de angiotensina tipo 1.

La Angiotensina (Ang) | (un decapeptido), producida por el angiotensindgeno
(AGT) por mediacién de la renina, se convierte en Ang Il (un octapeptido)
predominantemente por accion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) y
posiblemente por la quimasa | cardiaca (CMAI) (152),. La Ang Il, que ademas es un
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potente vasoconstrictor, se une mayoritariamente al receptor tipo | de Ang Il (AGTR1)
de los fibroblastos cardiacos para modular el crecimiento celular e hipertrofia en el
miocardiocito a través de la estimulacion de factores de crecimiento y citokinas (153-
155). Esto también estimula la produccion e incremento de los niveles de aldosterona
por la aldosterona sintasa (CYP11B2), lo cual promueve la retencién de fluidos y
fibrosis cardiaca (156). La produccion de angiotensindgeno en el corazén depende de la
renina producida por el rifidn, la cual es liberada a la circulacion, donde entraran por

difusién al intersticio cardiaco o se unirdn a células cardiacas.

La presencia de polimorfismos en los genes que codifican para proteinas del
Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) podrian de este modo modificar la
activacion del RAAS y/o la funcion receptora (157) (146;158;159).

Uno de los polimorfismos mas estudiados esté el gen de la ECA (polimorfismo
DD-ECA) (126;146;150;159;160). Este polimorfismo podria modificar el fenotipo de la
enfermad de manera gen-dependiente, es decir depende de la mutacion génica que
determina el defecto primario, tendria un efecto mas marcado en portadores de
mutaciones en un determinado gen y no en otro (126;156). Se ha descrito que los
genotipos que producen una mayor actividad plasmatica de la ECA tendrian un efecto
perjudicial sobre el riesgo de MS o el grado de hipertrofia (151).

Los pacientes con el genotipo DD tienen aumentada la concentracion de ECA en
tejido y tienen valores aumentados de angiotensina (AGT) Il, la cual se ha identificado
como inductora de la hipertrofia cardiaca (147;148;161-163). El polimorfismo
delecion/insercion (D/I) en la ECA ha sido asociado con varios desordenes
cardiovasculares, incluido la HVI en pacientes con MCH portadores de mutaciones en
genes sarcoméricos (149;151).

Otros elementos del sistema SRAA sugeridos como posibles moduladores de la
variabilidad en la expresion morfofuncional de la enfermedad afectan al gen de la
aldosterona sintasa (CYP11B2), al del angiotensindgeno (AGT), y al del gen del
receptor de la angiotensina (AGTR1) (149;156;164;165).

Con respecto a la sintesis de aldosterona, existen datos que podrian relacionar la

enfermedad con modificaciones genéticas, aunque los estudios ofrecen resultados
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contradictorios (126;149;165). La aldosterona actta como un factor proinflamatorio,
hipertrofico y profibrético en el corazon (149;156).

El polimorfismo -344C/T del gen CYP11B2 (aldosterona sintasa) en el
cromosoma 8¢22 también se ha relacionado con el desarrollo de MCH (126;149).

Otro de los polimorfismos estudiados en el gen del angiotensindgeno (AGT)
conocido como p.M235T (resultado de un intercambio T/C en ex6n 2), podria tener
influencia en el remodelado cardiaco en pacientes con MCH, aunque no en todos los
estudios se ven efectos del genotipo CC del gen AGT con la HVI (150)

Con respecto a los receptores del SRAA el mas estudiado ha sido el Receptor AT1.
El polimorfismo A/C en posicion 1166 en el cromosoma 3921 (AGTR1) se ha
relacionado con el desarrollo de HVI (150;164), posiblemente por la acrecentada
actividad del receptor. Debido a que este polimorfismo se encuentra en la region UTR
no traducida del gen, estudios de alineamiento demostraron que el polimorfismo +1166
AJC ocurre en un sitio de regulacion en cis, el cual es reconocido por un microRNA
especifico (miR-155). Este es un microRNA que silencia la expresion del gen por
apareamiento de sus bases en la secuencia complementaria de la region 3’UTR. Asi,
cuando el alelo +1166C esta presente se interrumpe el apareamiento de la bases y por lo
tanto decrece la habilidad del microRNA por interactuar con el lugar de regulacién en
cis del gen (166).

6.3.2. ADN mitocondrial

Las mitocondrias son organulos celulares dindmicos responsables de una
diversidad de funciones esenciales en los miocardiocitos, es el lugar de oxidacion del
piruvato y del ciclo del acido citrico. Estas, son reacciones metabolicas necesarias para
generar energia y adenosin trifosfato (ATP) mediante la cadena de transporte de
electrones y fosforilacion oxidativa, muchas vias de sefializacidn, control de apoptosis,

asi como control de la concentracion de calcio citosolico(167).

Una sola célula contiene cientos de mitocondrias y cada mitocondria contiene su
propio ADN (ADNmt). El genoma mitocondrial es heredado de la madre sin que por

ello pueda tener lugar el fendmeno de la recombinacion. Contiene entre 3-10 moléculas
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de ADN circular con 16569 pares de bases, compuesto por una regién control no
codificante y una regién de 37 genes codificantes libres de intrones. Estos 37 genes
codifican para 13 de las proteinas mitocondriales (las involucradas en la fosforilacion
oxidativa, subunidades esenciales para la generacion del ATP(168) como son los
complejos I-1V y el complejo V (ATP-sintasa), mientras que otras 80 estan codificadas
en el ndcleo y subsecuentemente importadas desde citoplasma a la mitocondria(169). El
resto de los genes codifican para 2 especies de ARN ribosomal (ARNr) y para 22
especies de ARN transferente (ARNLt) requerido para la translacion intra-mitocondrial.

Las mutaciones en la linea germinal del ADNmt estan asociadas frecuentemente
con enfermedades multisistémicas y estan implicadas en disfuncion cardiaca y algunas
de ellas se han asociado con MCH, o bien de forma aislada o como parte de un
sindrome multiorgénico (170).

Herencia materna

El ADN mitocondrial tiene un patron de herencia materna, es decir, lo transmite la
madre a toda su descendencia (171). Se conoce que las mitocondrias de los
espermatozoides son destruidas selectivamente en el oocito y se ha demostrado que el
ADNmt paterno es marcado para su destruccién en el oocito por ubiquitinacién.
Ademas, por carecer de recombinacion, el ADNmt se comporta como un bloque de
genes ligado que se transmite a lo largo de las generaciones sucesivas, lo que ha
facilitado a los investigadores estudiar los diferentes linajes a lo largo del tiempo,
destacando el ancestro materno de una poblacién sin los efectos de la herencia
biparental y recombinacién inherentes al ADN nuclear. En consecuencia, solo la
aparicion de mutaciones nuevas actuaria como fuente de variacién entre el ancestro

femenino y sus descendientes.

Tasa mutacional

El ADNmt ha ido acumulando variantes polimdrficas o polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP’s) a través de la historia(172) y esta variaciéon queda acumulada
secuencialmente durante la evolucion a lo lardo del linaje materno. Posee una tasa de
mutacion 10-20 veces mayor que la que tiene el ADN nuclear, con una frecuencia
estimada de 0.017x10° sustituciones por sitio y afio para el genoma completo
(excluyendo la regiébn de control donde la tasa mutacional es mayor).
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Consecuentemente, se supone que los polimorfismos en el ADNmt contribuyen mas
extensamente a las diferencias funcionales entre individuos que aquellos que se den en
el ADN nuclear (169).

6.3.2.1. Haplogrupos mitocondriales

La relativa alta tasa mutacional aparejada a una herencia estrictamente materna
han convertido al ADNmt humano en un sistema genético adecuado para el estudio del
origen y evolucion de nuestra especie(173;174). Los estudios de polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion de un rango amplio de poblaciones humanas
han revelado que de entre todas las mutaciones que se han ido acumulando en el
ADNmMt humano, hay muchos polimorfismos de un solo nucledtido ancestrales, que son
especificos de la etnia y que son capaces de definir una region especifica y discreta en la
que se subdivide la poblacion humana y a la que se le llaman haplogrupos
mitocondriales. Se entiende por linaje humano o haplogrupo a un grupo monofilético de
genomas mitocondriales relacionados entre si por mutaciones Unicas compartidas y
heredadas de un Gnico ancestro materno (175). Desde el trabajo inicial de Brown (1980)
hasta el presente, numerosos estudios han puesto en evidencia el alto grado de
polimorfismos del ADNmt humano en varios miles de individuos de diferentes
poblaciones (176-178) (179). Estas poblaciones de SNP’s especificas han formando
brazos en un &rbol filogenético con genotipo de ADNmt relacionados. Las mayores
subdivisiones de la filogenia del ADNmt glogal ocurrieron hace mas de 10.000 afios
(175;180). La funcién energética mitocondrial estda influenciada por variantes
funcionales del ADNmt que alteran la eficiencia mitocondrial y permite a los individuos
adaptarse a los distintos ambientes energéticos (181).

Mas del 95% del ADNmt de individuos de ancestro europeo pertenecen a uno de
los 9 haplogrupos, H, J, T, U, K, V, I, Wy X (175). Cada haplogrupo esta definido por
variantes que abarcan transiciones y transversiones en genes que codifican tanto para

ARN como para proteinas especificas en la poblacion (Figura 10).

Asi que, los haplogrupos del ADNmt afectarian a la cadena respiratoria
mitocondrial(182) y conferirian caracteristicas funcionales diferentes en los individuos.

En particular el haplotipo J se ha asociado con un incremento en la longevidad en

45



europeos, pudiéndose especular que este haplogrupo mitocondrial incluye mutaciones
que mejoran los niveles redox retrasando asi la aparicion de enfermedades dependientes
de la edad (183).

Figura 10. Variantes usadas para la definicion de los haplogrupos

Ademads, algunos haplogrupos se han asociado con el riesgo de desarrollar
enfermedades comunes como Parkinson y Alzheimer, accidente cardiovascular
isquémico, enfermedades coronarias, hipertrofia cardiaca y muchos tipos de cancer.
Estos efectos en la susceptibilidad de la enfermedad se podrian explicar por la
diferencias entre los haplogrupos en la eficiencia del consumo de oxigeno, produccion
de ATP y formacion de radicales del oxigeno.

Con el desarrollo de las técnicas de diagnostico genético y su implementacion en
la practica clinica, el nimero de individuos genéticamente positivos y fenotipicamente
negativos se ha incrementado de manera drastica en las unidades de miocardiopatias. El
interés del estudio de los factores ambientales y genéticos que pudieran determinar el
momento del desarrollo del fenotipo o la severidad de este, estriba no s6lo en mejorar el
conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad sino también en conocer el papel de
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farmacos que pudieran influenciar esta expresion, como los inhibidores del SRAA, los
antialdosterdnicos, los antioxidantes, los bloqueantes de los canales de calcio, las
estatinas, etc. (184;185)
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CAPITULO II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. Estudiar la influencia de factores ambientales moduladores en el grado de
hipertrofia de una poblacién de pacientes con MCH y diagndstico genético.

2. Estudiar el papel de los polimorfismos genéticos en el SRAA en el fenotipo de la
MCH.

3. Determinar el papel de los haplogrupos mitocondriales en la expresion clinica de
la MCH.

HIPOTESIS DE TRABAJO

la. EIl estudio de aquellos factores ambientales (sexo, edad a la que se
diagndstica, HTA y deporte) que puedan estar relacionados con la MCH permitira
conocer su influencia sobre la severidad de la hipertrofia en los pacientes con MCH.
El factor mas importante relacionado con la MCH es la edad, se confirmara el efecto
del sexo. En cambio, el efecto supuestamente perjudicial del deporte y la hipertension

no se traducen en cambios estructurales y/o morfoldgicos en nuestra poblacion.

1b. El conocimiento de aquellos factores que estén modulando la enfermedad
hara posible estratificar el riesgo de aquellos pacientes dentro de una misma familia

portadores de una misma mutacion.

2. Existen polimorfismos genéticos dentro del mismo gen portador de la
mutacion causal o en genes distintos que estan modulando la severidad de la
enfermedad. Existen polimorfismos del Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
que de forma aislada no suponen nada en la hipertrofia pero en combinacion tienen un

efecto significativo y pueden comportarse de forma diferente.

3. El haplotipo mitocondrial es una condicién individual que permitir4 conocer
otro factor modulador de la enfermedad en pacientes portadores de mutacion asociada
a MCH.
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CAPITULO IIl. MATERIAL Y METODOS
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1. Poblacion de estudio

1.1. Caracteristicas clinicas

Los pacientes incluidos en el presente estudio se reclutaron durante un periodo
de 13 afios (2002-2015) en la consulta familiar de cardiopatias hereditarias en el que
participaron varios cardi6logos del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
(HCUVA) de Murcia.

La poblacién de estudio estd compuesta por un total de 272 individuos
genotipados de 72 familias, con una edad media al diagndstico de 49.0 + 17.5 afios, de
los cuales 155 (57%) eran varones. Todos ellos cumplian con los criterios de
diagnostico clasicos para la MCH familiar: un septo interventricular >15 mm para los
probandos o >13 mm para los familiares, y siempre la hipertrofia no fuera secundaria a
otra enfermedad cardiaca o sistémica capaz de producir HVI (como hipertension,
enfermedad valvular e insuficiencia cardiaca)(62;186;187)

1.2. Diagnostico genético

Para poder estudiar la influencia de los factores moduladores, partimos de una
poblacion de pacientes con MCH genotipados. Todos ellos eran portadores de una
mutacion causal, algunas de las cuales estaban ya descritas en la bibliografia y a otras se

les habia hecho estudios de cosegregacion para asegurar su patogenicidad.

Se secuenciaron los genes sarcoméricos donde se encuentran las mutaciones
causales de MCH con mas prevalencia (MYBPC3, MYH7, TNNT2, TNNIy TPM).

Aunque la poblacion de estudio esta compuesta por 272 individuos, no en
todos se habian analizado todos los genes sarcomeéricos. En principio, el diagndstico
genético se realizé en 36 (50%) de los probandos, en los cuales se secuenciaron los
genes sarcoméricos MYBPC3 (NM_000256.3, OMIM: 600958) y MYH7
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(NM_000257, OMIM: 160760). En 23 (31.9%) de estos, se hizo un estudio genético
mas completo incluyendo la secuenciacion de los genes TNNT2, TNNI3 y TPML1.
En 36 (50%) Unicamente se secuenciaron los fragmentos de muestras donde se
encontraron mutaciones fundadoras de la Region de Murcia (en MYBPC3 y
MYH?7). Finalmente, se les hizo un test predictivo a todos los familiares, de primer
grado en principio y extensivo al resto de los familiares, para la bdsqueda de la
mutacion identificada en el probando.

De todos los pacientes, 221 (81%) eran portadores de una mutacién en el gen
MYBPC3: ¢.2308+1G>A (n=85 (31,7%)), p.R891Afs*160 (n=65 (13,8%)),
p.P108Afs*9 (n=49 (18,0%)), p.E258K (n=22 (8,1%)); y 51 eran portadores de una
mutacion en el gen MYH7: p.T1377M (n=22 (8,2%)), p.D928N (n=13 (4,9%)),
p.E1348Q (n=4 (1,5%)), p.E1356Q (n=4 (1,5%)), p.E1387Q (n=4 (1,5%)), p.R1079Q
(n=2 (0,7%)), p.R1382Q (n=2 (0,7%)). En la Tabla 3 detallamos el porcentaje de
pacientes con cada una de las mutaciones en MYBPC3 y MYH?7.

Dado el elevado nimero de familias portadoras de las variantes ¢.2308+1G>A y
p.P108Afs*9 en el gen MYBPCS3, se realizd un estudio de microsatélites previo a esta
tesis doctoral, en el que se pudo demostrar en ambas un efecto fundador y en el que se

identificé un ancestro comun a todas las familias portadoras de cada variante.
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Tabla 3. Frecuencia de las mutaciones en la poblacién de estudio

Mutacién N° Familias N° Portadores

MYBPC3

1VS23+1G>A
€.2308+1G>A

R891Afs*160

21 (29.6%) 85 (31.7%)

gl 19 (26.8%) 65 (24.3%)
P108Afs*9
¢.321-322ins 13 (18.3%) 49 (18.3%)

GCTGGCCCCTGCC

p.E258K
C.772 G>A

5 (7%) 22 (6.7%)

p.T1377M
c.4130 C>T

p.R1382Q

5 (7%) 22 (8.2%)

c.4145 G>A 2 (2.8%) 2 (0.7%)
c.%?%gZCS;EA 3 (4.2%) 13 (4.9%)
c?ziicz)izs 4(?80 1 (1.4%) 4 (1.5%)
c?zi%ég 5(?80 1 (1.4%) 4 (1.5%)
c?ﬁ5193 80780 1 (1.4%) 4 (1.5%)

Sy 1 (L4%) 2 (0.7%)

€.3236 G>A

Ocho individuos (2,9%) eran portadores ademas de una mutacién adicional, en
el mismo gen donde se identificd la primera o en otro gen. Ademas, se incluy6 en
nuestro estudio una cohorte identificada como portadores obligados, 20 individuos
afectados de los que no se tenia muestra. De los 464 individuos de los que partimos (72
familias), excluimos 192 (41,4%) individuos debido a que no eran portadores de la

mutacion familiar (Figura 11).
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Figura 11. Diagrama de flujo

1.3. Evaluacién clinica y principales variables estudiadas

En todos los probandos, la revision clinica consistio en la realizacion de una
historia completa (preguntas sobre sus sintomas, antecedentes clinicos, historia de
hipertension) y un examen clinico que incluia electrocardiograma (ECG) de 12
derivaciones, ecocardiograma bidimensional, prueba de esfuerzo para hacer la
estratificacion de riesgo de muerte stbita (MS) y un Holter-ECG de 24 horas.

Se clasificd la disnea o capacidad funcional por medio del sistema propuesto por
la “New York Heart Association” (clase NYHA), y se les interrogd acerca de las causas
de los fallecimientos de los familiares, si los habia, y por la préctica/intensidad del

ejercicio fisico realizado por cada individuo.
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En todos los pacientes se recogieron una serie de variables en relacién a la
caracterizacién del fenotipo, que incluyeron: edad al diagnostico, edad del ultimo
seguimiento, sexo, consanguinidad, forma de presentacién (casual, gracias al
“screnning” familiar o presencia de sintomas) y antecedentes familiares de MS no
explicada.

En el estudio ecocardiografico, las variables que se midieron fueron: severidad
de la hipertrofia del VI (GRHVI), grosor del VI indexado a la superficie corporal
(IGRHVI), calculado dividiendo la masa del VI entre el area de la superficie corporal),
masa del VI, calculada por el método de Devereaux y Penn, distribucion de la
hipertrofia (septal asimétrica, concéntrica y apical), morfologia del septo del VI
(reverso, sigmoide, apical, neutro), situacion clinica al final del seguimiento (sincope,
clase funcional NYHA) funcion sistolica, (FEVI) y diastolica, didmetro telediastélico
del VI (DTDVI) (mm), didmetro auricular izquierdo (Al)(mm) y presencia/ausencia de
obstruccién, la obstruccion (LVOT) se defini6 como LVOTG >30 mmHg. También se
evalud la presencia/ausencia de taquicardia ventricular no sostenida (TVNS) en Holter
ECG de 24 horas y presencia/ausencia de RPA al esfuerzo, al igual que eventos
arritmicos y complicaciones durante el seguimiento como FA (si/no), ACV, MS
resucitada y NYHA 11I-1V.

Se definieron como eventos finales para el analisis de supervivencia, la MS,
presencia de FA, ACV y NYHA 1lI-1V, por separado y combinados. La muerte subita
cardiaca se define como la MS presenciada, con o sin documentacion de fibrilacion
ventricular, dentro de la primera hora del inicio de los sintomas, o muerte nocturna sin
el antecedente de empeoramiento de la sintomatologia. La estimacion del riesgo de
muerte subita en los siguientes 5 afios se calculd mediante la férmula provista por
O"Mahoney (44).

Se consider6 la fecha de la primera valoracion en nuestro centro como fecha de
inicio del seguimiento para el analisis de supervivencia. Todos los pacientes tuvieron un

seguimiento durante una media de 5,5 * 3,3 afios.
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Después del examen cardiaco, 192 (70,6%) individuos (edad 52,5 + 16,6 afios,
127 (66,1%) hombres) presentaron los criterios diagndsticos y se consideraron como
clinicamente afectados (pacientes), mientras que 80 (29,4%) se consideraron normales.

Todos los pacientes y controles utilizados para el estudio eran de raza caucasica
y tanto pacientes como familiares recibieron informacion detallada de su patologia y
dieron su consentimiento por escrito para la participacion en el estudio genético (anexo
1). Los datos clinicos fueron recogidos de forma protocolizada y almacenados en una

base de datos disefiada para el estudio de las cardiopatias hereditarias.

1.4. Estudio de los moduladores ambientales: sexo, deporte e hipertension

Para el estudio de la actividad fisica como posible modulador del fenotipo de la
MCH, los individuos se clasificaron en 3 grupos segun la frecuencia e intensidad del

ejercicio en sus ultimos dos afios.

Grupo 1 [156 (84,9%)]. Sedentarios: incluye 137 individuos sedentarios

(74,5%), y 19 individuos que realizan ejercicio menos de 2 horas/semana (10,3%).

Grupo 2 [17 (9,3%)]. Moderado: incluye 13 individuos que realizan ejercicio
entre 2 y 5 horas/semana (7,1%). Ademas, se incluyeron en este grupo 4 individuos que
realizan un trabajo con demanda fisica (2,2%).

Grupo 3 [11 (6,0%)]. Intenso: incluye 6 atletas amateur, profesionales (3,3%) y
5 atletas ex-profesionales (2,7%) que realizan ejercicio durante mas de 5 horas/semana.

En cuanto al factor hipertensidn, clasificamos a los pacientes como hipertensos o
normotensos. Segun las Gltimas guias de la ESC de 2013 se considera HTA si la tension
arterial sist6lica es mayor o igual de 140 y/o una tension diast6lica mayor o igual de 90

mmHg.
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Sesenta y tres (24,2%) de los 260 individuos evaluados tenian HTA y de entre
los 192 pacientes afectados, hubo un grupo de 58 (31,7%) con HTN y un segundo grupo
de 125 (68,3%) normotensos.

La influencia de la HTA en la MS no fue posible evaluarla por no disponer de
este antecedente de forma fiable en los casos de pacientes fallecidos de forma subita.

Finalmente, para el estudio del sexo como factor modulador del fenotipo,

partimos de una poblacién de 127 (66,1%) varones y 65 (33,9%) mujeres.

1.5. Moduladores genéticos. Disefio del estudio.

De los 192 pacientes portadores clinicamente afectados que participaron en el
primer objetivo, no de todos se disponia de muestra sanguinea o de ADN para realizar el
estudio genético, se trata de aquellos pacientes que se consideraban portadores
obligados o que habian fallecido por MS. Asi, el estudio de los polimorfismos se hizo
en una poblacion de 156 (91%) pacientes consecutivos (67% varones, 54 + 15 afios,
rango de 7-86 afos).

Para el andlisis de los polimorfismos, se partié de un producto amplificado de
PCR, el cual se analizo por RFLP o secuenciacion. Las técnicas citadas se detallan en
los puntos posteriores.

1.5.1. Polimorfismos del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA)

Todos los pacientes se genotiparon mediante RFLP y secuenciacién automatica
para seis polimorfismos de los genes del eje neuro-hormonal del (SRAA) que
seleccionamos como candidatos seglin estudios de asociacion previos, efectos
funcionales conocidos de estos polimorfismos y prevalencia en la literatura médica
publicada (62;148;188-190).

Asi, los genes que se incluyeron en el estudio fueron la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) (NC_000017.11), el angiotensindgeno (AGT) (NM_000029.3), el
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receptor tipo | de angiotensina 1l (AGTR1) (NM_009585.3), la aldosterona sintasa
(CYP11B2) (NM_000498.3) y la quimasa A cardiaca (CMA1) (NC_000014.9). Los
alelos en la region codificante se numeraron siguiendo la nomenclatura estandar (191)
(Tabla 4) (mirar la base de datos Ensembl para la definicidén de estas variantes génicas;

http://www.ensembl.org).

Tabla 4. Resumen de los genes del SRAA estudiados

Gen

Localizacion

Polimorfismo

Referencia

ECA Intrén 16 I/D de 288 pb rs4646994
AGT Exon 2 c.803T>C rs699
AGT Exon 2 €.620 C>T rs4762
AGTR1 3'UTR c.1166 A>C rs5186

CYP11B2 Promotor -344 C>T rs1799998

CMA1 Promotor -1903 G>A rs1800875

El polimorfismo del SRAA que se sabia estar asociado con un efecto pro-
hipertrofia se definié como polimorfismo pro-HVI. La homocigosidad para el alelo pro-
HVI1 constituia el genotipo pro-HVI, y se definieron como estaban previamente
descritos, nombrandose como DD-ECA, CC-AGT para el caso de p.M235T, TT-AGT
para el caso de p.T174M, CC-AGTR1, AA-CMA y CC-CYP11B2. Para cada paciente
se calculé un score pro-HVI sumando el nimero de genotipos pro-HVI presentes en

cada uno.

Para el analisis de estos polimorfismos, usamos en primer lugar un modelo
recesivo y posteriormente un modelo dominante En el estudio, analizamos si existia una

relacion entre cada uno de los seis polimorfismo pro-HVI separadamente y severidad de
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la enfermedad, también analizamos la combinacién de ellos y su relacion con el
fenotipo (151;164) (Lechin M 1995, Doolan G 2004, Osterop AP 1998) (192).

1.5.2. ADN mitochondrial

Para el estudio de la relacion entre el haplogrupo de cada paciente con la
expresion fenotipica de la enfermedad, se han estudiado polimorfismos ancestrales que
se usan actualmente para estudios de evolucion humana y que son marcadores de la
variabilidad del ADNmt heredado.

Para cada individuo se amplific6 por PCR una serie de fragmentos que
correspondian con cada sitio polimérfico de estudio y que nos iba a permitir realizar la
tipificacion del haplogrupo al que pertenecia cada paciente.

Se estudiaron los siete haplogrupos europeos mas comunes. Para ello,
analizamos seis polimorfismos del ADNmt: m.4917A>G, m.4580G>A, m.7028C>T,
m.9055G>A, m.12308 A>G y m.13708G>A de acuerdo con la secuencia de referencia
NCBIgi: 251831106.

Al igual que con los polimorfismos del SRAA, los polimorfismos mitocondriales
se detectaron tanto por RFLP (m.7028C>T, m.9055G>A y m.13708G>A) como por
secuenciacion (m.4917A>G, m.4580G>A y m.12308A>G)

2. Extraccion de ADN gendmico y mitocondrial

Tanto para el estudio de los polimorfismos del SRAA como para el estudio de
los haplotipos mitocondriales, se extrajo el ADN (acido desoxirribonucleico) gendmico
de todos aquellos casos en los que no se disponia de ADN mediante el sistema
automatico de Promega (Maxwell 16 Blood DNA Purification Kit) (Figura 12) a partir

de 400uL de sangre periférica, extraida en tubo con anticoagulante EDTA.
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La técnica se basa en la actuacién de unas particulas paramagnéticas que
funcionan como una fase sélida mévil que optimiza la captacion, lavado y elucion de la

muestra. Las muestras de ADN se llevaron a una concentracion de 20 ng/u

Maxwell 16 VICK START

.1 B 1|8

Figura 12. A. Maxwell 16 System. B. Guia de utilizacion del

Maxwell 16. C Esquema detalle de la extraccion de ADN.

3. Determinacion de purezay concentracion

Se midié la concentracién y pureza del ADN mediante espectrofotometria

utilizando el equipo de Thermo Scientific, Nanodrop 1000 (Figural3).

64



T R

Bie Edit Help

Feblenk | _Prist Scieen | Mo asurement cang plota 2512011 1331
Bionk_|_Prrd Roport | Show Riepod || Usor Colaut

Ovintey contol [ Cloor groph eoch Semple =] Somple Type _ DNASD - |

Moasuie

116

1,00+
830~ SemplelD | HIF-INEI4

080~

g 0.70-
060- Sempled 3
£ uso
20807 A[70 Jom  Abs 0703
£ oad
= A0 10mmpeh 1033
2 nw-

020- AZ8010mmpst 0576

010 70280 173
.00~ 20230 147

R T T P "]
200 230 240 0 0 270 20 Ao 0 o %0 3 0 Ho
‘Wavalengh nm ngful 5186

371 8575 OOEN2R

Figura 13. A. Curva de absorbancia de una muestra de ADN. B: Nanodrop 1000 (Thermo).

Las medidas se realizaron a una absorbancia (A) de 260 nm, a la que absorben
los &cidos nucleicos, para la concentracion y la obtenida de la relacion entre Azeo/Az2s0
nm para determinar la calidad del ADN extraido, considerandose un ratio entre 1,5-1,8

como aceptable.

4. Amplificacion por PCR

Mediante la técnica de Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) se
amplificaron cada una de las regiones del ADN susceptibles de portar el polimorfismo

de interés en cada uno de los genes de estudio.

La reaccion se llevd a cabo con kit de Promega Go Taq Hot Start polymerase,
siguiendo las recomendaciones del fabricante de la enzima Taq DNA Polimerasa. La
enzima de Promega necesita un tiempo de activacion menor que otras de las que estan
disponibles en el mercado, ademas reduce la formacion de productos inespecificos y la
formacion de dimeros de cebadores. La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de
25 ul, conteniendo para cada reactivo la siguiente concentracion 0.2 mM de cada dNTP
(desoxinucleotido trifosfato: ATP, GTP, CTP, TTP), 2 mM de MgCl,, 0.4 uM de cada
cebador (sentido y antisentido), 0,625 U de Taq y 50ng de ADN (Tabla 5).
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Tabla 5. Reaccién de PCR

H20 10,87 -
Buffer (5X) 5,0 1x
CI2Mg (25mM) 2,0* 2mM
dNTP’s (2mM) 2,5 0,2mM
Primer F + R (10mM) 1+1 0,4 uM
Taqg (0,5 U/uL) 0,125 0,625U
DNA (20ng/pL) 2,5 50ng
Vol. Total 25 pl.

* En las reacciones de PCR de los polimorfismos de los genes CYP11B2
y CMAL la cantidad de MgCl,fue de 1.5 puLL

Las condiciones generales de amplificacion consistieron primeramente en una
fase de reactivacion de la polimerasa a 94 °C durante 2, seguido de un programa de 35-
40 ciclos que incluye tres temperaturas: 94 °C 1° (desnaturalizacion de hebra molde),
una temperatura de anillamiento que en funcién del cebador podia variar desde 53°C a
65 °C durante 45" y 72 °C 1” (tiempo de extension); por ultimo una fase de extension
final 72 °C 10" y 4 °C indefinidamente.

Las condiciones de la PCR variaron en funcion de las caracteristicas de la region
de DNA que se deseaba amplificar. En concreto, la concentracion de Cl,Mg se
disminuy6 a 1.5mM para algunas amplificaciones del SRAA (en los polimorfismos
estudiados en los genes CYP11B2 y CMA).

Para comprobar la ausencia de contaminacion durante la preparacion de los

reactivos, en cada experimento se utilizé ademas de las muestra un control negativo.

Los cebadores que se utilizaron para las amplificaciones de los polimorfismos
del SRAA son de acuerdo a la publicacion de Ortlepp et al (2002) y Perkins et al (2005)
y se describen en la Tabla 6, mientras que los que se utilizan para la amplificacién de
los polimorfismos del ADNmt fueron de acuerdo al trabajo realizado por M Esther
Gallardo y colaboradores (2012)., Ménica G. Castro (2006) y Christian M. Hagen
(2013) (Tabla 7). Los cebadores de esta Gltima referencia (los utilizados para la
amplificacién de 4580G>A y 12308A<G) tenian la particularidad de llevar una cola
M13 en el extremo 5’ que les conferia la caracteristica de tener unas condiciones
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estandar para la PCR (T? anillamiento de 60°C) y el poder usar cebadores estandar para

la reaccion de secuenciacion.

Tabla 6. Oligonucledtidos empleados para amplificar los polimorfismos del SRAA.

SRAA

Polimorfismo T2 hibridacion Oligonucleotidos forward y reverse

F-5"-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3"
R-5-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3

ECA 64°C

F-5-TCTGGACTTCACAGAACTGGAT-3"
R-5-CTTGGAAGTGGACGTAGGTGT-3

F-5"-GATGCGCACAAGGTCCTGTC-3"

AGT (T174M) 65°C
R-5"-CAGGGTGCTGTCCACACAGGCTCCCAT-3

F-5"-ATAATGTAAGCTCATCCACC-3"

AGT (M235T) 59°C

53°C
R-5-GAGATTGCATTTCTGTCAGT-3
F-5"-CAGGAGGAGACCCCATGTGAC-3’
CYP11B2 63°C
R-5"-CCTCCACCCTGTTCAGCCC-3
64°C F-5"-GGAAATGTGAGCAGATAGTGCAGTC-3"

R-5"-AATCCGGAGCTGGAGAACTCTTGTC-3

La amplificacion se llevo a cabo en distintos modelos de termocicladores: 2720
Thermal Cycler de Applied Biosystems, GeneAmp PCR System 9700 y modelo Veriti

de la misma casa.
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Tabla 7. Oligonucleétidos empleados para amplificar los polimorfismos del ADNmt

MITOCONDRIA

Polimorfismo T2 hibridacion Oligonucleotidos sentido y antisentido

F 5’-TCGCCACACTCCACGGAAG-3’
R 5-TGGCGTAGGTTTGGTCTAGG-3"

C7028T 65°C

F 5’-GGGCTCACTCACCCACCACAT-3’
R 5’-AGCCACAACCCAAACAACCCA-3’

Al12308G* 60°C

F5-CCTTCTCTTCTTTCTCTCCTGGG-3"
R 5’-GCACAGGATGCTCTCGTGG-3"

G9055A 56°C

F 5’-CCTCACAGGTTTCTACTCCAAA-3’
R 5’- AAGTCCTAGGAAAGTGACAGC-3’

G13708A 58°C

F 5’-AGGCCCAGGCATTCTCTCC-3
R 5’-TGCCCTGCAGAGGCCAA-3’

A4917G 63°C

F5-CCTTTTGCTTGCTACATTTATCAT-3"
R 5’-GCCACAAGCAGAGGGGACCAG-3”

G4580A* 60°C

*QOligonucledtidos sentido y antisentido disefiados con una cola M-13 (F 5’-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ yR5-CAGGAAACAGCTATGACC-3’)

5. Electroforesis en gel de agarosa

Para comprobar la amplificacion del material genético mediante PCR se utiliz6
la técnica de electroforesis en geles de agarosa al 2% para separar los &cidos nucleicos y
al 3% para comprobar insercion/delecion del alelo de la ECA. La agarosa se fundio en
un horno microondas en el tampon TBE 1X (Tris 89mM —acido bérico 89 mM-EDTA
(2mM) a pH8, 4. Bio-Rad (161-0770), después se afiadié el reactivo GelRed (0,1 pL
GelRed/1pL gel) (GelRed Nucleic Acid Gel Satin, 10000X in Water. Catalog number:
41003. Biotium), una solucion de tincidn fluorescente de &cido nucléico y se dejo que el
gel polimerizara en las cubetas de electroforesis pequefias de la marca BIORAD. Las
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muestras se mezclaron con 1 pl de tampon de carga (0,25% (W/V) azul de bromofenol,
0,25% (W/V) cianol xileno, 30% (V/V) de glicerol en agua) y la electroforesis se
desarroll6 a 80 voltios durante media hora en el caso de la comprobacién de la
amplificacién por PCR. Para la deteccion de la insercion/delecion de la ECA, se le
disminuyo el voltaje a 60 V durante 1 hora.

El tamafio de las muestras se compara con un marcador de tamafio de peso
molecular (pGEM DNA Markers. Promega). Se utilizaron para el revelado el
trasiluminador Alpha Innotech y la cdmara PowerShot A640 AiAF de Canon.

6. Técnica RFLP

En todos los polimorfismos estudiados, excepto para la deteccién del
polimorfismo p.M235T del gen AGT y para tres polimorfismos mitocondriales
(12308A>G, 4580G>A y 4917A>G) se llevo a cabo una amplificacion por PCR y una
digestién con la apropiada endonucleasa de restriccién como se muestra en la Tabla 8.

La técnica de RFLP es una técnica muy rapida y econdmica para la
determinacion de la presencia o ausencia de polimorfismos o mutaciones puntuales.
Para ello, se utilizan enzimas de restriccion y se basa en la comparacion de la longitud
de los fragmentos de ADN resultantes de digestiones enziméticas. Las enzimas
utilizadas son de origen bacteriano y digieren el ADN dentro o cerca de una secuencia
especifica de reconocimiento que normalmente esté constituida por 4 a 6 pares de bases.
Cada una de ellas reconoce un determinado sitio de corte. Las mutaciones o
polimorfismos que alteran una zona de reconocimiento por sustituciones de bases
impiden la actividad enzimatica en esa area y generan fragmentos de ADN de tamafio

variable que son facilmente puestos en evidencia mediante electroforesis
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Tabla 8. Resumen de los patrones de corte para la deteccion de cada polimorfismo puntual

Polimorfismo Endonucleasa T° Incubacién Tamafio de los fragmentos (pb)

WT: 303
c. 620C>T Ncol 5 minutos Het: 303+211+92
Hom:211+92
WT: 350
c.1166A>C Ddel 10 minutos Het:350+211+139

Hom: 211+139

WT: 274+138+126
-344T>C Haelll 5 minutos Het: 274+203+138+126+71
Hom: 203+138+126+71

WT: 192+93
-1903G>A BstXI 5 minutos Het: 285+192+93
Hom: 285

C:183 +77
T:153+ 77+30

m.7028C>T Alul 5 minutos

G: 185+115
A: 300

m.9055G>A Hhal 5 minutos

G: 215+125
A: 340

m.13708G>A Mval 5 minutos

WT: genotipo normal (wild type); Het: Heterocigoto; Hom: Homocigoto

Antes de preparar la reaccion de digestion, hacemos una medida de la
concentracion del producto de PCR por espectrofotometria utilizando el equipo de
Thermo Scientific, Nanodrop 1000 (Figura 13). Para cuantificar la concentracion, las

medidas se realizan a una absorbancia (A) de 260 nm, a la que absorben los acidos
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nucléicos. El producto de PCR previo a la digestion debia estar a una concentracion de
20ng/pl.

El producto de PCR (fragmentos que contenian los SNP’s analizados) se digirio
en una mezcla que contenia un volumen total de 30 pl, la cual contenia por cada
reaccion 10 pl del producto de PCR no purificado a una concentracion de 20ng/ul, 2 pl
del buffer, 1 pl de la enzima de restriccion (Biolabs) correspondiente para el lugar
polimorfico y el resto de agua hasta completar los 30 pl,. a continuacion se incubo a
37°C durante 5, 10 o 15 minutos segun recomendacion del fabricante de la enzima.

6.1 Enzimas de restriccion y patrones de corte

Tras la digestion, los productos se cargaron en geles de agarosa al 3% para la
correcta visualizacion de los fragmentos mas pequefios. Para la total separacién de los
fragmentos de corte, la electroforesis se desarrolld a 60 voltios durante una hora. El

resultado se visualizo tras la exposicion del gel en la fuente de radiacion ultravioleta.

Para los polimorfismos del SRAA, los patrones de bandas obtenidos tras la
digestiébn se comparaban con patrones de bandas de controles conocidos (WT,

heterocigoto y homocigoto) que previamente se habian secuenciado.

En cuanto a los polimorfismos mitocondriales, en la electroforesis, ademéas de
nuestro producto de la digestion, se cargaron un control positivo y negativo para poder
comparar el patron de bandas obtenido en nuestras muestras con el de estos controles.

7. Secuenciacion automatica

Para asegurarnos de que los patrones de bandas obtenidos por RFLP en cada
polimorfismo equivalian a un determinado genotipo, se selecciono el producto de PCR
de dos pacientes de cada genotipo en base a los patrones de restriccion obtenidos en la
digestion descritos anteriormente y de forma paralela a la digestion enzimatica se
realizo la secuenciacion directa mediante electroforesis capilar en doble direccion. De

esta manera se confirmd por secuenciacion el genotipo que se predecia del analisis con
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las enzimas de restriccion. Estas muestras sirvieron como control para los analisis
posteriores. Ademas, se optd por esta técnica en aquellos polimorfismos en los que no

se pudo conseguir enzima de restriccion.

La secuenciacion es la técnica por excelencia para la deteccion de alteraciones
en la secuencia. Es una adaptacion de la reaccion enzimatica dideoxi de Sanger (1977),
y es la técnica con la que se estudio el polimorfismo p.M235T del AGT, el 12308A>G,
el 4580G>Ay el 4917A>G del ADNmt.

7.1. Purificacion de productos de PCR (exosap)

El producto de PCR se purific6 mediante un método enzimatico, con el kit

Exosap-It (Figura 14).

PCR Mixtyre Post-Amplification

SO OV DV DV D e
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Figura 14. Reaccion enzimatica para la purificacion del producto de PCR

Este kit incluye dos enzimas, la exonucleasa I, que elimina las cadenas simples

de ADN residuales que se puedan formar en la PCR o restos de cebadores y una
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fosfatasa alcalina que elimina los restos de dNTP’s. Se mezclaron 5uL del producto de
reaccion de PCR con 2L de Exosap-It, se incub6 157a 37°C y seguidamente 15°a 80°C
para su inactivacion. Tras la purificacion del amplicon, se utiliz una alicuota de 1.5ul
de este producto de PCR purificado y utilizando los mismos cebadores que para la PCR,

se realizo la reaccién de secuenciacion.

7.2 Reaccion de secuenciacion

La reaccion de secuenciacion se realizo siguiendo el procedimiento del
proveedor (Applied Biosystems, Foster City, CA; USA). Se empled el Kit BigDye
Terminador (BDt) v1.1. Se trabajo con un volumen final de 5 pL, conteniendo 1,75 pL
de “Buffer enhancer sequencing” (10X) para BigDye, 1,5 pL de agua miliQ, 0,25 uL de
BigDye v1.1 (que contiene los dideoxinucleotidos marcados, la polimerasa de
secuenciacion AmpliTagq® y los dNTPs), 0,5 pL del cebador (“Forward” o “Reverse”
3,2 UM) y por altimo 1 pL del producto de PCR purificado (Tabla 9)..

Tabla 9. Reaccién de secuenciacion

Reaccion de secuenciacion V (uL)

H,O

Buffer enhancer sequencing

Primer F 6 R (3,2 mM)

BigDye

Producto PCR

Vol. total
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Cada reaccion de secuenciacion consistio en una desnaturalizacion a 96°C 1,
seguido de un programa de 25 ciclos de tres temperaturas, 96°C-10"" de

desnaturalizacién, 50°C-5"" de anillamiento y 60°C-4" de extension.

Tras la reaccién de secuenciacién se eliminaron los restos de dNTP’s sobrantes y
posibles impurezas, mediante purificacion en placa de columnas de Quiagen [DyeEx®
(96 pocillos)]. Se centrifugaron las placas a 1000 g durante 1°, después se afiadié 300
pL de agua desionizada a cada una de las columnas y se volvio a centrifugar a 1000 g
durante 3. Al mismo tiempo se llevo el volumen de reaccion de secuenciacion hasta
15ul. Una vez descartado el filtrado de las columnas se aplic6 el volumen de reaccién a
cada uno de los 96 pocillos de la placa y se volvi6 a centrifugar a 1000 g durante 3°, en
esta ultima centrifugacion se utilizé una placa de 96 pocillos (MicroAmpTM. Optical
96-Well Reaction Plate. ApliedBiosystems) adaptada para el secuenciador, para recoger
el eluido con las muestras ya purificadas. Se afadieron 10 pL de formamida Hi-Di
(Applied Biosystems) a cada pocillo, con el objetivo de desnaturalizar la doble hebra del
ADN.

Cuando el numero de muestras no era elevado se utilizaron las columnas de
centrifugacién de EdgeBio [Performa DTR (Dye Terminator Removal)]. Gel Filtration
Cartridges. Se centrifugaron las columnas a 3000 rpm durante 2 minutos. Se retird el
agua restante y se colocé la columna en un vial de 1,5ml nuevo. Se afiadieron a los 5uL
de la reaccion de secuenciacion 10uL de agua miliQ, el volumen final (15uL) lo
depositamos en el centro de la columna. Volvemos a centrifugar a 3000 rpm durante 2
minutos. Se afiadieron 10 pL. de Formamida Hi-Di (Applied Biosystems), seguidamente
se traspasan las muestras purificadas a una placa de 96 pocillos (MicroAmpTM. Optical
96-Well Reaction Plate. ApliedBiosystems).

Ambos Kits se basan en la descripcion de Sambrook et al. (1989) de filtracion de
ADN en gel para separar fragmentos de mas de 16 pares de bases (pb) de restos de
dideoxinucle6tidos marcados, dNTP’s y otras sales o compuestos de bajo peso
molecular (elimina hasta el 98% de sales presentes).

Las muestras fueron analizadas por electroforesis capilar en el equipo ABI3130
(Applied Biosystems), de cuatro capilares de 50 cm y polimero POP7 (Applied
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Biosystems) (Figura 15). Las condiciones electroforéticas fueron las siguientes: tiempo
de carrera 45 minutos y temperatura de electroforesis de 60°C. El programa utilizado en
secuenciador para elaborar la lista de muestras y las condiciones de inyeccion fue el
Foundation Data Collection v. 3.0. de la misma casa comercial. Los analisis de las
secuencias se realizaron con los soportes informaticos suministrados por la casa Applied

Biosystems: Sequencing Analysis v. 5.2 y Seqscape v. 2.5.

Figura 15. A) Analizador ABI 3130. B) Detalle del circuito del polimero

8. Determinacion de haplogrupos mitocondriales

En cuanto a la determinacion del haplogrupo mitocondrial, debido a la baja
frecuencia de algunos haplogrupos en nuestro pais, hemos llevado a cabo el estudio de

los siete haplogrupos mas frecuentes de acuerdo con su proximidad evolutiva (193).

A su vez, no todos los pacientes de la poblacion de estudio se le estudiaron todos
los polimorfismos mitocondriales ya que al ser polimorfismos que se han ido
acumulando a lo largo de la evolucion, han ido generando las ramas de un &rbol
filogenético, lo que significa que el poseer una determinada variante descarta que el
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paciente pertenezca o se pueda agrupar en un determinado haplogrupo. Igualmente
puede ocurrir que un determinado polimorfismo nos indique el haplogrupo del paciente
independientemente de la variante que posea en los demas sitios polimdrficos para el
ADNmMmt.

El resultado de las secuencias obtenido en cada lugar polimérfico se compar6
con la secuencia del ADNmt en GenBank ID:NC_012920. De esta manera, el genotipo
0 haplogrupo mitocondrial se determind dilucidando la presencia o ausencia de
determinados polimorfismos en el mtDNA como lo hicieron en trabajos descritos
previamente (Macaulay) con algunas pequefias modificaciones(194)

Se siguid un esquema preestablecido de busqueda de las variantes presentadas en
la Figura 16 y que estaba ademas basado en la abundancia de los mismos dentro de la
poblacion, como se habia mostrado en estudios previamente publicados. A continuacion
se muestra el esquema de trabajo utilizado (Figura. 15):

La nomenclatura utilizada para los haplogrupos es la que se esta utilizando en la
bibliografia. Richards et al. 1998 propusieron una nomenclatura flexible y consistente
para estos grupos que muestran un ancestro coman. De esta manera, el set de todos los
ADNmMt derivados por descendencia de un ancestro maternal se podrian distinguir en
principio por el nombre. En la practica, solo se necesita nombrar aquellos grupos o
cluster que resultan interesantes por su distribucion geografica o aquellos derivados de

una rama muy temprana en la filogenia.
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Figura.16. Esquema de la estrategia de determinacion del genotipo mitocondrial. En negro
se muestra los polimorfismos y en rojos los genotipos mitocondriales que definen.

En el esquema de trabajo de la figura 16 podemos observar que determinados
polimorfismos nos estan definiendo haplogrupos directamente porque son cluster
monofiléticos, como es el caso del 7028C, que nos indica que aquellos pacientes con
esta variante van a pertenecer al haplogrupo H, el caso del polimorfismo 13708A que
nos indicaba haplogrupo J o el caso del 4917G que nos indicaba haplogrupo T.

Hay otros polimorfismos como el 12308A>G, que nos sirvié para discernir entre
dos cluster (T, J, HV) o (U, K) dependiendo de si el alelo en este lugar era A o G
respectivamente. Otros polimorfismos como el 4580G>A y el 905A>G nos sirvieron
para discernir entre dos cluster secundarios dentro de un cluster mayor, es el caso por
ejemplo del cluster HV, que incluye el H y el V y el UK que incluyen el U y K
respectivamente. En el estudio se compararon haplogrupos y clusters (H+V, T+J, U+K).

8.1. Frecuencia de los polimorfismos

Para evaluar la potencial asociacion genética entre los polimorfismos del SRAA
y de los haplogrupos mitocondriales con la severidad de la enfermedad en pacientes
genotipados se comparé la frecuencia de los alelos pro-HVI, (que en todos los casos
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coincide con MAF, menos en el caso del alelo D de la ECA) de nuestra poblacion con la
frecuencia en la poblacién CEU de la base de datos de 1000 genomas en el caso del
SRAA vy con dos grupos control espafioles para el caso del haplogrupo mitocondrial
(195;196), se tratan de un grupo del norte de Espafia y otro de Madrid. Ambos, eran
donantes de sangre caucésicos, en el primer caso, tenian un total de 300 individuos
sanos con una edad de entre 20-75 afios y en el segundo, la edad media, 37.7+11,5 afos;
rango, 18-63; 110 hombres. No habian recibido tratamiento farmacoldgico, no
mostraban evidencia de enfermedad cardiaca de acuerdo a su historia clinica y no tenian
historia de MCH. Sin embargo a estos controles no se les habia hecho examen clinico
(incluyendo ecocardiografia) para excluir la presencia de MCH asintomatica.

En el caso de la ECA para la cual no encontramos frecuencias alélicas descritas
se incluyeron en el estudio una serie de 100 individuos control (de raza caucasica, 33%
varones) reclutados en nuestro laboratorio sin antecedentes de muerte subita en la
familia ni sintomas de enfermedades cardiovasculares, pero ninguno fue

ecocardiograficamente evaluado para excluir la presencia de HVI asintomatica.

9. Andlisis estadisticos

El analisis estadistico se realiz6 por medio del paquete informatico SPSS
(versiones 15.0) statistical software (SPSS Inc. Chicago, Illinois, USA). La poblacion
total de estudio se describié mediante el calculo de estadisticos descriptivos basicos.

Los datos se expresan como media + desviacion estandar de la media (DE), rango
o frecuencia (porcentaje). Se emple6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov para valorar la
normalidad de la distribucion de variables cuantitativas continuas con menos de 30
casos. La prueba t de Student, se empled para comparaciones entre dos grupos respecto
a variables cuantitativas continuas en caso de cumplirse la normalidad o presentar mas
de 30 casos. En su defecto, se recurrio a una prueba no paramétrica (U de Mann-
Whitney). Se emple6 ANOVA de un factor para comparaciones entre mas de dos

grupos respecto a variables cuantitativas continuas.
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Se empled regresion lineal para estudiar la relacién entre una variable grupo
ordinal y variables cuantitativas continuas. Se empleé la prueba chi-cuadrado de
Pearson para comparaciones entre dos variables dicotdbmicas si el namero de
observaciones esperadas en todas las casillas era superior a 5, 0 prueba exacta de Fisher
para observaciones esperadas entre 2 y 5. Cuando la variable grupo era ordinal, se
recurrio a la prueba chi-cuadrado de Mantel-Haenszel, cuando las observaciones

esperadas eran mayor de 2 en todas las casillas.

Las diferencias entre la frecuencia de cada haplogrupo entre controles y
pacientes también se analizd6 mediante la Chi-cuadrado. Nosotros asumimos que la
relacion polimorfismo-fenotipo seguia un modelo genético recesivo como se describid

previamente (147;197), aunque extendimos el estudio también a un modelo dominante.

En el método de Kaplan-Meier Las pruebas de Log-Rango y Log-Rango para
tendencias, se emplearon para comparar las probabilidades de supervivencia en relacion
a los factores ambientales (genero, hipertension (HTA) y ejercicio) como edad hasta el
evento (fibrilacion auricular (FA), NYHA I1I-1V y ACV) y evento combinado (fallo
cardiaco, FA y ACV). Se calcularon los valores de supervivencia libre de eventos a los
5 afios con su intervalo de confianza del 95% segln la formula: SA + 1,96 x DE (donde
SA: probabilidad de supervivencia acumulada). Un total de 215 (edad 52,4 +16,4 afios,
147 (68,3%) varones) individuos se incluyeron para el estudio del andlisis de la
supervivencia a MS, incluyendo los 192 pacientes con MCH de la cohorte y 23 casos
historicos de MS; en 7 casos de estos Ultimos se habia demostrado MCH y en 16
familiares cercanos (n=7 1% grado, n=8 2" grado, n=1 3" grado) no se habfa hecho (la
MS sucedié antes de la fecha de inclusion y no hubo informacién clinica postmortem
disponible). La edad de los casos con demostracién de MCH y aquellos en los que no
habia informacion disponible fue similar (45,3 + 14,9 vs. 49,7 + 14,4 afios, p=0,2). En la
cohorte habia 3 muertes subitas (MS) resucitadas y en los pacientes con DAI se
produjeron 6 descargas apropiadas de desfibrilador automatico implantable (DAI), las
cuales fueron computadas como equivalentes a MS para la estimacion de la
supervivencia. Para el analisis de la supervivencia se utilizo la edad de cada evento o
edad de la dltima revision. La prueba de regresion de Cox se empled para evaluar la

relacion entre las variables significativas y la supervivencia
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Los predictores de hipertrofia ventricular izquierda (HVI) se evaluaron usando

analisis de regresion multiple.

En todos los estudios, las diferencias fueron consideradas significativas cuando
el valor de p asociado a la prueba estadistica de contraste era menor de 0,05.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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1. Caracteristicas principales de la poblacion de estudio

Los parametros demogréficos y clinicos basales de los 192 pacientes iniciales

con MCH con los que se realizo el estudio de los factores ambientales (género, HTA y

deporte) se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Principales caracteristicas de la poblacion de estudio

Variables demogréficas

HFEMS, n(%)

72 (37,5%)

Edad diagnostico (afios ,DE)

41,0+ 16,0

Funcioén diastélica

Edad ultima evaluacion (afios, DE)

53,2 +16,3

Normal

14 (10,4%)

Motivo de diagnostico, n (%)

Relajacion alterada

25 (18,7%)

Casual

29 (15,4%)

Pseudonormal

35 (26,1%)

Screening familiar

84 (44,7%)

Restrictiva

3 (3%)

75 (39,9%)

Presencia de sintomas o complicaciones, n (%)

Sintomas

Caracteristicas ecocardiogréficas Sincope 28 (14,9%)
GRVI (mm) 20,3 6,0 TVNS 49 (34,8%)
GRVI indexado 10,9+4,5 FA 53 (27,6%)
HVI severa 14 (7,5%) Clase funcional NYHA, n (%0)
Masa VI, Deveraux 295,4+107,7 I 116 (60,4%)
Masa VI, Penn 355,0+134,7 I 48 (25,0%)
Obstruccion 54(28,4%) Hn-1v 24 (12,5%)
Disfuncion sistélica VI 38 Eventos

(21,1%)

Diametro de la Al (mm) 43,9 £7,9 Muerte stbita 12 (6,3%)
FEVI (%) 58,4£13,2 Paro cardiaco resucitado** 9 (4,7%)
DTDVI (mm) 43,9+7,1 5 afios MS-MCH score 3,59 +3,1

Patrén de hipertrofia

4<Score<6

55 (30,4%)
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Septal asimétrica 97 (60,6%) Score>6 23 (12,7%)

Concéntrica 27 (16,9%) Género, n (%)

Apical 4 (2,6%) Hombres 127 (66,1%)
Tipo morfoldgico septal Mujeres 65 (33,9)

Reverso 57.(36:8%) | TA, n(o6) 58 (31,7%)

Neutro 52 (33,5%) Préctica deportiva

Apical 4 (2,6%) Nula 156 (84,9%)

Sigmoideo 5 (3,2%) Moderada 17 (9,3%)
RPA en ergometria 30(27,5%) Competitiva 11 (6%)

(*) Incluye 3 muertes stbitas no resucitadas, 3 paros cardiacos y 6 descargas apropiadas de desfibrilador automatico
implantable (DAI); (**) Incluye 3 paros cardiacos resucitados, y 6 descargas apropiadas de DAI;

El diagndstico se hizo a una edad media de 41.0 + 16.0 afios (rango 5—86).
Hubo predominancia del género masculino (127 (66,1%) varones vs. 65 (33,9%)
mujeres, p<0.01). EI motivo més frecuente del diagndstico fue en 84 pacientes (44.7%)
el screening familiar, seguido de la presencia de sintomas relacionados con la
enfermedad en 75 pacientes (39,9%), el hallazgo casual en 29 pacientes (15,4%) vy la
MS en 12 pacientes (6,3%). El estudio ecocardiogréfico mostré un grosor miocérdico
maximo (mm) de 20,5 £ 6,0 mm. 54 (28,4%) tenian obstruccién dinamica
intraventricular (>30 mmHg). 38 pacientes (21,1%) tenian disfuncion sistélica del VI
(FEVI1<50%). 28 (14,9%) habian presentado al menos un cuadro sincopal, 24 pacientes
(12,5%) habian desarrollado una clase funcional NYHA 1lI-1V previa o en el momento
de la primera evaluacion. 49 (34.8%) tuvieron taquicardia ventricular (TVNS) en
Holter. 53 pacientes (27,6%) habian presentado al menos un episodio de FA durante el
seguimiento clinico y 27 (27,6%) de los que se les realiz6 la prueba de esfuerzo
presentaron una RPA en la prueba de esfuerzo.

Cincuenta y cinco pacientes (30,4%) tuvieron un score de estimacion de MS con
un ratio de entre un 4% y un 6%, and 23 (12,7%) tuvieron un score de la estimacion de
MS de mas de un 6% en los proximos 5 afios. La media estimada del ratio de mortalidad
por MS en los proximos 5 afios dentro de nuestra poblacion fue 3,6% + 3,1%.
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Hubo un total de 12 casos de MS (9 resucitadas) en 7 (9,7%) de las 72 familias
evaluadas (7 probandos, 5 familiares con MCH). Hubo 6 pacientes que tuvieron una
descarga apropiada del DAI (de 31 (19,3%) DAI implantados). 6 pacientes
trasplantados y 6 muertes de fallo cardiaco. Seis tuvieron ACV (en 3 el ACV fué la
causa de la muerte). En 59 casos (37,8%) habia al menos un familiar que habia sufrido
MS.

2. Moduladores ambientales

2.1. Descriptivos y asociaciones bivariadas
2.1.1. Caracteristicas de los pacientes segin sexo

Las caracteristicas clinicas de las mujeres en comparacion con los hombres se
resumen en la Tabla 11.

Tabla 11. Comparativa de variables clinicas segun sexo

TOTALES MUJERES HOMBRES p

Variables demogréficas

Namero de pacientes (%) 192 65 (33,9) 127 (66,1) -
Edad al diagnostico (afios) 41.0+16.0 46.8 £18.6 37.3+16.0 0.001
Edad ultima evaluacion (afios, DE) 53.2 +16.3 59.3£15.6 50.1£15.8 <0.001

Motivo de diagnostico, n (%)

Casual 29 (15.4%) 5 (7,2%) 24 (18,6%) 0,03
Screening familiar 84 (44.7%) 30 (44.1%) 62 (41.8%) NS
Sintomas 75 (39.9%) 33 (47.8%) 43 (33.3%) 0.04

Caracteristicas ecocardiograficas

GRVI (mm) 20.3 6.0 +5 38'1 20.2 +6.5 0.03
GRVI indexado 10.9+4.5 ;0'813' 11.0+£5.0 NS
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HVI severa 14 (7.5%) 3 (4,8%) 11 (8,9%) NS
Masa VI, Deveraux 295.4+107.7| 259.6+93.6  306.5+116.2 0.01
Masa VI, Penn 355.0+134.7 | 310.4+117.0  369.0+145.3 0.01
Obstruccion 54(28.4%) 20 (31.3%) 34 (27%) NS
Disfuncion sistélica VI 38(21.1%) | 12 (19.4%) 26 (22.0%) NS
Diametro de la Al (mm) 43.9+7.9 43.3+9.5 44.2+7.9 NS
FEVI (%) 58.4+13.2 57.9+13.9 58.1+13.6 NS
DTDVI (mm) 43.9+7.1 43.6+7.1 43.8+9.3 NS
Patrén de hipertrofia
Septal asimétrica 97 (60.6%) | 31,8 (58,5%) 66 (61,7%) NS
Conceéntrica 27 (16.9%) 8 (15,1%) 19 (17,8%) NS
Apical 4 (2.6%) 1 (2.0%) 3 (2.9%) NS
Tipo morfolégico septal
Reverso 57 (36.8%) | 17 (32.7%) 40 (38.8%) NS
Neutro 52 (33.5%) | 20 (38.5%) 32 (31.1%) NS
Apical 4 (2.6%) 1 (1.9%) 3 (2.9%) NS
Sigmoideo 5 (3.2%) 1 (1.9%) 4 (3.9%) NS
RPA 30(27.5%) 9 (29.0%) 21 (26.9%) NS
HFMS, n(%) 72 (37.5%) | 27 (41.5%) 45 (35.4%) NS
Funcion diastélica
Normal 14 (10.4%) 6 (13.0%) 8 (9.1%) NS
Relajacion alterada 25 (18.7%) | 11 (23.9%) 14 (15.9%) NS
Pseudonormal 35 (26.1%) 6 (13.0%) 29 (33.0%) 0.013
Restrictiva 3 (3%) 3 (6.5%) 1(1.1%) 0.082
Presencia de sintomas o complicaciones, n (%)
Sincope 28 (14.9%) | 10 (15.9%) 18 (14.4%) NS
TVNS 49 (34.8%) | 18 (40.0%) 31 (32.3%) NS
FA 53 (27.6%) | 19 (29.2%) 34 (26.8%) NS
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NYHA, n (%)

[ 116 (60.4%) | 28 (43.1%) 88 (69.3%) <0.001
I 48 (25.0%) | 20 (30.8%) 28 (22.0%) NS
-1V 24 (125%) | 15 (23.1%) 9 (7.1%) 0.002
Eventos
Muerte stbita 12 (6.3%) 1 (1.5%) 11 (8.7%) 0.054
Paro cardiaco resucitado** 9 (4.7%) 1 (1.5%) 9 (4.7%) NS
5 afios MS-MCH score 3.59+3.1 3.1+24 3.8+34 0.08
4<Score<6 55 (30.4%) | 18 (29.5%) 37 (30.8%) NS
Score>6 23 (12.7%) | 17 (14,2%) 6 (9,8%) NS

La edad al diagnostico fué significativamente menor en los hombres (37116 vs

47+19), ademas, los varones afectados tenian el grosor méximo de la pared del VI (20,2

+ 6,5 mm vs. 18,1 + 5,8 mm, p=0,03) y la masa del VI incrementada en comparacion
con las mujeres afectadas (306,5 + 116,0 g. vs. 259,6 = 93,6 g., p=0.01 y 369,0 + 145,3
g. vs. 310,4 £ 117,0 g. p=0.01, para masa Deveraux y Penn del VI respectivamente). Sin

embargo, las diferencias en el grosor de la pared del VI con respecto al género

desaparecieron cuando se index6 la HVI (IGRHVI) y tampoco existian diferencias entre

hombres y mujeres con respecto al tipo de hipertrofia (Tabla 11).

La edad en la que la probabilidad de que el 50% de los portadores lleguen a ser

diagnosticados era 13 afios mas precoz en hombres que en mujeres [40,0 (95%ClI: 36,7-
43,2) vs. 53,0 (95%Cl: 49,9-56,0), (HR: 1,95 (Cl 95%:1,41-2,68) p<0.01)] (Figura 17).

87




male A1 6, fermale 530416

Penelrance {years)

Female

Male n=155
P<iLIN
HRZ1.95 {( 95%:1.41-2.68) p<i.01

n=2Xr2
Fermale n=117

60

40
Age (yrs)

20

100

T T T T

L= =1 L= = =

- L™= - L]

(s1oalgns %) AyledoAwo|pied
a|ydoipadAy jo sjsoube|g

Penetrance {years]: Hyperiensive 520418, Normotensive 43422

Hypertensives
nsives n—197

P=0.001
HRA0.57 {1 95%:0.41-0.79) p<i.01

n=2:0
Normote
Hypertensives n—63

-

Nomotensives
I

= = = =
== L= - L]
(s1oalgns %) AyredoAwo|pies
ajydoapadAy jo sijsoube|g

1004

80

4
Age (yrs)

20

88



C

Peneirance {years): Berdse 340419, Sedentary 48.041.4
100+

Exerc Sedentary

o
=
i

-
=
L

n—=xXrx
Sedentaryn=233
BExerdse n=39

Diagnosis of hypertrophic
cardiomyopathy (% subjects)
IFad E=a]

P=0.002
(- HR-L 83 (O 95%:1.19-2.87) p=i.006

0 0 40 60 80
Age (yrs)

Figura 17. Penetrancia de la enfermedad (MCH) en portadores de mutaciones en MYBPC3
y MYH7. A.: segun sexo. B: A: segun hipertension C: segln actividad fisica

Tener sintomas de la enfermedad fue la principal razon para el diagndstico en mujeres
comparado con los varones (33, 47,8% vs 43, 33,3%, p=0.04). Las mujeres mostraron
mayor grado de NYHA inicial y durante el seguimiento. 24 (36,9%) mujeres vs. 23
(18,3%) hombres alcanzaron la clase funcional NYHA 111-1V (p=0.005). El IGRVI, el
porcentaje de obstruccion, las variables de la funcion sistdlica y diastélica y la
proporcién de TVNS en Holter fueron similares en mujeres y varones. (Tabla 11). Las
mujeres parecian desarrollar FA mas tarde en sus vidas (figura 18, p=0.055).

No hubo diferencias en la supervivencia libre de ACV, NYHA 11I-1V y de estos
eventos combinados (FA, ACV y NYHA I11-1V) en relacién al sexo (Figure 18B, 18C,
18D).
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Los varones tenian menor supervivencia libre de MS o descarga del DAI (HR: 4,45 (CI
95%: 1,72-11,51), p=0.002), (Figural9).

2.1.2. Caracteristicas segun presencia de hipertension

De los 183 pacientes de los que se tenia medida de la presion sanguinea, 58
(31,7%) tenian HTA y 125 eran normotensos (Tabla 12).

Tabla 12. Comparativa de variables clinicas segun hipertension

TOTALES Normotensos  Hipertensos p
Variables demogréficas
N 183 125 (68,3%) 58 (31,7%) -
Edad al diagnéstico (afios) 41,0+ 16,0 35,9 £15,5 52,1151 <0,001
g(é?d Gltima evaluacion (afios, 53.2 +16,3 46,9 +14,7 66,9 +10,8 <0,001
Motivo de diagnostico, n (%)
Casual 29 (15,4%) 22 (16,9%) 7(12,1%) NS
Screening familiar 84 (44,7%) 67 (51,9%) 18 (31%) 0,008
Sintomas 75 (39,9%) 40 (30,8%) 33 (56,9%) 0,001
Caracteristicas ecocardiograficas
GRVI (mm, DE) 20.3 6,0 19,3 46,8 20,3 #5,3 0,3
Grosor de la pared VI indexado 10,9+4,5 11,045,1 11,0£2,6 NS
HVI severa 14 (7,5%) 11 (8,9%) 3 (5,3%) NS
Masa VI, Deveraux 295,4+107,7 283,4+122,2 306,7485,9 0,01
Masa VI, Penn 355,0+134,7 341,0£152,8 369,1+107.4 0,01
Obstruccion 54(28,4%) 38 (30,4%) 15 (25,9%) NS
Disfuncion sistélica VI 38 (21,1%) 20 (20,0%) 12 (23,5%) NS
Diametro de la Al (mm) 43,9 +7,9 42,6 8,0 47,3 £8,6 0,001
FEVI (%) 58 4+13,2 57,2+14,7 59,6+11,8 NS
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DTDVI (mm) 43.9+7.1 42,8497 45,1458 NS
Patrén de hipertrofia

Septal asimétrica 97 (60,6%) 65 (63,1%) 32 (64%) NS

Concéntrica 27 (16,9%) 18 (17,5%) 8 (16,0) NS

Apical 4 (2,6%) 1(1,0%) 3 (6,3%) 0,07
Tipo morfolégico septal

Reverso 57 (36,8%) 42 (41,2%) 15 (32,6%) NS

Neutro 52 (33,5%) 32 (31,4%) 19 (41,3%) NS

Apical 4 (2,6%) 1(1,0%) 3 (6,5%) 0,05

Sigmoideo 5 (3,2%) 4 (3,9%) 1(2,2%) NS
RPA 30(27,5%) 28 (37,3%) 2 (6,5%) 0,001
HFMS, n(%) 72 (37,5%) 42 (33,6%) 25 (43,1%) NS
Funcion diastélica

Normal 14 (10,4%) 14 (16,5%) 0 (0%) 0,005

Relajacion alterada 25 (18,7%) 12 (14,1%) 13 (30,2%) 0,03

Pseudonormal 35 (26,1%) 21 (24,7%) 14 (32,6%) NS

Restrictiva 3 (3%) 2 (2,4%) 2 (4,7%) NS
Presencia de sintomas o complicaciones, n (%)
Sincope 28 (14,9%) 12 (9,8%) 13 (22,8%) 0,01
TVNS 49 (34,8%) 22 (24,2%) 25 (56,8%) <0,001
FA 53 (27,6%) 20 (18,5%) 24 (47,1%) <0,001
NYHA, n (%)

| 116 (60,4%) 83 (66,4%) 28 (48,3%) 0,02

I 48 (25,0%) 30 (24,0%) 17 (29,3%) NS

n-1v 24 (12,5%) 10 (8,0%) 12 (20,7%) 0,01
Eventos

Muerte stbita 12 (6,3%) 8 (6,4%) 3 (5,2%) NS

f;rfcftﬁgiio 9 (4,7%) 6 (4,8%) 3 (5.2%) NS
5 afios MS-MCH score 3,59 43,1 4,343.3 34131 NS
4<Score<6 55 (30,4%) 30 (25,0%) 25 (45,5%) 0,007
Score>6 23 (12,7%) 13 (10,8%) 10 (18,2%) NS
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La presencia de sintomas fue la principal razéon por la que se diagnéstico MCH
en pacientes con HTA vs, Normotensos (33 (56,9%) vs 40(30,8%) p=0,001). Los
pacientes con MCH hipertensos tenian una clase NYHA peor que los pacientes con
MCH normotensos (12 (20,7%) HTA vs, 10 (8,0%), p=0,01) y tenian un mayor nimero
de sincopes (13 (22,8%) vs, 12 (9,8%), p =0,01), No habia diferencias en la HVI (masa
del VI, GRHVI o IGRHVI) u obstruccion del tracto de salida del ventriculo izquierdo.
Los pacientes hipertensos con MCH tenian con més frecuencia HVI apical, La Al y el
didmetro telediastolico del ventriculo izquierdo (DTDVI) fueron significativamente
mayores en pacientes hipertensos con MCH comparado con pacientes normotensos
(p=0,001 y p=0,05 respectivamente). Los pacientes con HTA tenian mas arritmias
auriculares y ventriculares, Veinticuatro (47,1%) pacientes hipertensos con MCH
tuvieron FA vs, 20 (18,5%) del grupo de normotensos (p<0,001), La TVNS en Holter
fue también mas frecuente entre los pacientes hipertensos con MCH (25 (56,8%) vs,
22(24,2%), p<0,001). Hubo diferencias también en el porcentaje de pacientes con
respuesta anormal de la presion arterial con el ejercicio (28 (37,3%) vs, 2(6,5%),
p=0,001).

El diagndstico de MCH se retrasé en los pacientes con HTA. La edad en la que
la probabilidad de que el 50% de los portadores lleguen a ser diagnosticados fue 9 afios
mas tardia en hipertensos comparado con normotensos [HR 0,57 (0,41-0,79, p<0,001)]
[52,0 (95%Cl: 48,2-55,7) vs, 43,0 (95%ClI: 38,5-47,4)], (Figura 17).

No hubo diferencias entre pacientes con HTA y normotensos en relaciona a la
supervivencia libre de FA y ACV (Figura 18). Paraddjicamente, la supervivencia libre
de NYHA I11-1V fue més baja en normotensos vs, pacientes con HTA (p=0,02) (Figura
18). No hubo diferencias significativas cuando se analiz6 la supervivencia hasta el
evento combinado (FA, ACV, NYHA 111-1V) (Figura 18).

2.1.3. Caracteristicas segun la actividad fisica

Los varones realizaban ejercicio moderado o intenso (grupo 2+3) mas
frecuentemente que las mujeres [(26, (92,9%) vs, 2, (7,1%), p=0,001]. La mayoria de
los pacientes con MCH pertenecientes al grupo con nivel de ejercicio mas alto fueron
diagnosticados mediante screening familiar (19 (63,3%), vs, 73 (43,7%), p=0,04)
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(Tabla 13). Los pacientes con MCH que realizaban ejercicio moderado o intenso fueron

significativamente mas jovenes en su diagndstico comparado con los grupos mas

sedentarios (43,1 + 15,2 vs, 55,0 + 15,9 afios). No hubo asociacion entre intensidad del

ejercicio y la HVI (masa del VI, GRHVI o IGRHVI), Asi mismo, no hubo diferencia en

la obstruccion del tracto de salida del ventriculo izquierdo (TSVI). Es de resaltar que la

dimension del VI y DTDVI fueron similares en ambos grupos. Hubo una tendencia

hacia una mejor funcién diastélica en el grupo de pacientes con MCH que realizaban

ejercicio mas intenso (flujo mitral normal 5 (20,8%) vs, 9 (8,2%), p=0,06).

Tabla 13. Comparativa de variables clinicas segun ejercicio fisico

Ejercicio
TOTALES Sedentarios  Moderado- p
intenso

Variables demogréficas
N 127 101(61,6%) 26(92,9%) 0,001
Edad al diagndstico (afios) 41,0+ 16,0 42,8 £17,0 32,2+12,5 0,001
g‘é‘;d Ultima_evaluacion (afios, 535 494 3 55,0 £15,9 43,1 4152 0,001
Motivo de diagnostico, n (%)

Casual 29 (15,4%) 27 (16,1%) 2 (6,7%) NS

Screening familiar 84 (44,7%) 73 (43,7%) 19 (63,3%) 0,04

Sintomas 75 (39,9%) 67 (39,9%) 9 (30,0%) NS
Caracteristicas ecocardiogréaficas
GRVI(mm, DE) 20,3 46,0 19,6 +6,5 19,145,2 NS
Grosor de la pared VI indexado 10,9+4,5 11,1+4,7 9,9+2,8 0,07
HVI severa 14 (7,5%) 13 (8,2%) 1 (3,6%) NS

NS
Masa VI, Deveraux 295,4+107,7 290,3+110,9 292,7+114,2
NS

Masa VI, Penn 355,0+134,7 348,7+138,6 351,7+142,8
Obstruccion 54(28,4%) 49 (30,2%) 5 (17,9%) NS
Disfuncion sistélica VI 38 (21,1%) 34 (22,4%) 4 (14,3%) NS
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NS

Diametro de la Al (mm) 43,979 44,2 £8,8 42,1 6,2
FEVI (%) 58,4+13,2 57,5+13,4 60,6+14,8 NS
DTDVI (mm) 43,9+7,1 44,0+7,4 42,5413 4 NS
Patrén de hipertrofia NS
Septal asimétrica 97 (60,6%) 78 (58,2%) 19 (73,1%) NS
Concéntrica 27 (16,9%) 22 (16,4%) 5 (19,2%) NS
Apical 4 (2,6%) 4 (3,2%) 0 (0%) NS
Tipo morfolégico septal
Reverso 57 (36,8%) 46 (35,4%) 11 (44,0%) NS
Neutro 52 (33,5%) 40 (30,8%) 12 (48,0%) 0,09
Apical 4 (2,6%) 4 (3,1%) 0 (0%) NS
Sigmoideo 5 (3,2%) 5 (3,8%) 0 (0%) NS
RPA 30(27,5%) 26 (29,5%) 4 (19,0%) NS
HFMS 72 (37,5%) 62 (37,8%) 10 (35,7%) NS
Funcion diastélica
Normal 14 (10,4%) 9 (8,2%) 5 (20,8%) 0,06
Relajacion alterada 25 (18,7%) 21 (19,1%) 4 (16,7%) NS
Pseudonormal 35 (26,1%) 29 (26,4%) 6 (25,0%) NS
Restrictiva 3 (3%) 3 (2,7%) 1 (4,2%) NS
Presencia de sintomas o complicaciones, n (%0)
Sincope 28 (14,9%) 21 (13,1%) 7 (25,0%) NS
TVNS 49 (34,8%) 42 (35,9%) 7 (29,2%) NS
FA 53 (27,6%) 44,2 +8,8 42,1 46,2 NS
NYHA, n (%)
| 116 (60,4%) 95 (57,9%) 21 (75,0%) 0,08
I 48 (25,0%) 43 (26,2%) 5 (17,9%) NS
n-1v 24 (12,5%) 22 (13,4%) 2 (7,1%) NS
Eventos
Muerte stbita 12 (6,3%) 9 (5,4%) 3 (10,7%) NS
Paro carciaco 9 (4,7%) 6 (4,6%) 3 (10,7%) NS
5 afios MS-MCH score 3,59 +3,1 3,4+3,0 4,5+3,6 NS
4<Score<6 55 (30,4%) 45 (29,4%) 10 (35,7%) NS
Score>6 23 (12,7%) 16 (10,5%) 7 (25,0%) 0,034




No hubo diferencias significativas en los sintomas respecto a la intensidad del
ejercicio. La proporcién de pacientes con TVNS en Holter y FA fue similar en ambos

grupos.

A pesar de que la penetrancia de la enfermedad fue similar respecto a la
intensidad del ejercicio (70,4% vs, 71,8%, p=0,9), los pacientes que realizaban ejercicio
mas intenso tuvieron un diagndstico mas temprano de la MCH comparado con el grupo
de sedentarios, La edad en la que existe una probabilidad del 50% de que los portadores
sean diagnosticados fue 14 afios menor en aquellos que realizaban ejercicio vs,
Individuos sedentarios (34,0 (95%Cl: 30,1-37,8), vs, 48,0 (95%Cl: 44,2-51,7), HR 1,83
(95%CIl: 1,19-2,82, p=0,006), (Figura 17),

No hubo diferencias entre los pacientes con MCH que realizaban ejercicio mas
intenso Vs, el grupo de sedentarios en cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV,
NYHA I11-1V o el evento combinado (FA, ACV, NYHA I1lI-1V) (Figura 18),

La supervivencia libre de MS fue similar en el grupo que realizaban ejercicio y

en el de sedentarios (Figura 19),

La Tabla 14 resume las caracteristicas clinicas mas relevantes de los pacientes

que realizaban ejercicio intenso o de competicion,

Tabla 14. Principales caracteristicas clinicas de los pacientes que realizan ejercicio intenso

Edad Razon Duracion HVI NYHA

Edad Sexo - diagnéstico Tipo deporte ejercicio  Max. Obstruccion DTDVI Al Sincope HI-IV FA Eventos
ICD
. implanted.
Cycling and Cong)nues Device
. weight lifting . complications
1 26 Varon 16 Symptoms (>14 Ergftts'ii 25 No 45 39 No No No related to
hoursiweek) P ot weight lifting,
(last FU 27
years old)
Tennis Stopped
4 Family competitive tennis at no events
2 63 Varon 51 . 22 Yes 44 34 No No No  (last FU 65
screening (>10 55 years ars old)
hours/weeek) old Y
Running, Reduced .
L - . Progressive
swimming and  intensity dyspnea
Varén : cycling, at lyspnea,
3 29 27 Faml_ly training for diagnosis, 22 No 65 55 No Yes No dllatatl_on,
screening L : heart failure
militiary died 2
. - death at 29
inclusion (>14 years cars old
years/week) later Y
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Continues

\Varén - to no events
4 14 14 Pl Foothall (>14 e 13 No 46 43 No No No (lastFU 15
screening hours/week)
sports to years old)
date
Varé Football 1o events
arén iti
5 17 14 Incidental ~ COMPetitiveand - Reduced No 45 39 No No No (lastFU 17
running (>10 intensity ars old)
hours/week) Y
Varén no events
6 39 31 symptoms  Footall (10 Reduced No 44 45 No No No (lastFU41
hours/week) intensity
years old)
Varé Highly physical ~ Stopped ICD
aron work + running ~ sports at implanted 49
7 60 47 Symptoms (>14 diagnosis 21 Yes 44 48 No Yes  Yes (last FU 61
hours/week) (aged 47) years old)
Ve TerTTRE Reduced ICD
arén : : : :
8 62 44 il cycling (>10  MEMSIY 5, No 42 48 Yes  No Yes 'mplanted52
screening (aged 52 (last FU 63
hours/week)
years) years old)
. Reduced
Professional - A
h . intensity
\arén boxing, running before no events
9 56 45 Symptoms and cycling diagnosis 18 No 48 42 Yes No No  (last FU 59
(>10 @ ged 49 years old)
hours/week) g
years)
Stopped ICD
Varén Famil Football and sports at e
10 41 25 Y running (>10  diagnosis 28 No 45 30  Yes No No
screening (last FU 42
hours/week) (aged 25
years old)
years old)
Stopped
Cycling and sports
Varén );unnigng bgfore no events
11 66 61 Symptoms . - 16 Yes 47 50  Yes Yes No (last FU 67
(>10 diagnosis ars old)
hours/week) (aged 35 Y
years)
. Continues
) Professional
Varon non- athlete L LG
12 24 non-affected practice 10 No 44 &b No No No  (last FU 26
affected (>14
sports to years old)
hours/week) d
ate
. Continues
Professional
Varén non- football to no events
13 22 non-affected practice 11 No 49 31 No No No  (last FU 22
affected (>14
sports to years old)
hours/week)
date
. Reduced
Professional - A
intensity
— football + - no events
14 66  Vardn non-affected running and . - 10 No 42 36 No No No  (last FU 67
affected . diagnosis
cycling (>14 years old)
(aged 34
hours/week)
years)

2.2. Analisis multivariable

Ni el sexo, ni la HTA ni el ejercicio fueron predictores de la HVI (masa del VI,
GRHVI o IGRHVI) en el anlisis univariable o multivariable. Las tres variables estaban
independientemente asociadas con la edad del diagndstico en el analisis de regresion de
Cox (Tabla 15). Mientras que el género masculino y el ejercicio intenso fueron
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predictores de un diagndstico mas temprano, la HTA se asocié con un diagnostico mas
retrasado.

Tabla 15. Analisis de regresion de Cox

Sig. Exp(B) 95% CI
Inferior Superior
HTN <0.001 0.6 0.4 0.8
EXERCISE =0.006 1.8 1.2 2.8
MALE GENDER <0.001 1.9 1.4 2.7

El sexo masculino pero no el ejercicio intenso se asocié con una supervivencia

libre de MS reducida en el andlisis bivariable.

La influencia de la HTA en la MS no fue posible evaluar por no disponer de este
antecedente de forma fiable en los casos de pacientes fallecidos de forma subita.

3. Moduladores genéticos
3.1. Descriptivos y asociaciones bivariadas

3.1.1. Sistema Renina-Angiotensina Aldosterona

La frecuencia del alelo pro-HVI para los seis polimorfismos del SRAA
analizados mostré que no habia diferencias significativas (p>0,05) con las encontradas
en la poblacion CEU de la base de datos de 1000 genomas excepto para el polimorfismo
p, M235T (rs699) del AGT cuyo alelo pro-HVI tendia a estar mas representado en
nuestra poblacion de pacientes con MCH (MAF=0,45/0,36 p=0,060) y el polimorfismo
-1903 A>G del CMAL (rs1800875),cuyo alelo pro-HVI era menos frecuente en nuestra

101



poblacion de pacientes que en la control (MAF=0,45/0,54 p=0,07). En el resto de
polimorfismos no hubo diferencias (rs4646994, MAF de este estudio=0,60/ MAF de
nuestros controles=0,59; rs5186, MAF=0,29/0,28 ; rs4762, MAF=0,08/0,13; rs1799998,
MAF=0,41/0,43).

En la Figura 20 se muestran resultados graficos obtenidos para algunos
polimorfismos del SRAA.

Figura 20. Imagenes geles de agarosa tras digestion enzimatica

B.-CYP11E2 {-344T>C) C.-CMA1 {-1903 G>A)

A.-ECA {1/D)

A) Gen de la ECA, callel:1/D, calle2: Il, calle3: DD, B) Gen de la aldolasa sintasa, callel:
homocigoto, calle2: Wilde type, calle3: heterocigoto, C) Gen de la quimasa A cardiaca, callel:
heterocigoto, calle2: homocigoto, calle3: Wilde type.

ECA (Insercion/Deleccion)

Se presentd el polimorfismo de la ECA en homocigosis en 63 (40,6%) de los
pacientes con MCH evaluados (63 (40,6%) fueron heterocigotos y 30 (19,2%) WT). Las
caracteristicas demograficas y clinicas de los portadores en homocigosis fueron
similares a las de los heterocigotos y WT (Tabla 16). En particular no hubo diferencias
en las medidas morfoldgicas y funcionales del ventriculo izquierdo por ecocardiogafia.
Hubo una mayor prevalencia de antecedentes familiares de muerte subita en el grupo de
homocigotos (312 (49,2%) vs 29 (30,1%), p=0,016), que implicaba una tendencia a un
mayor score de riesgo de MS segun la formula de O"Mahony con un porcentaje superior
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de pacientes de riesgo intermedio o alto (>4%, 55,2% vs 39,2%, p=0,056). El porcentaje

de hipertensos y deportistas fue similar en ambos grupos.

Tabla 16. Caracteristicas clinicas de los pacientes comparando polimorfismos pro-HVI del SRAA

VARIABLES

CLINICAS Total ECA AGT(M235T) AGTR1
Demogréficas WT/Hetero  Pro-HVI WT/Hetero Pro-HVI | WT/Hetero  Pro-HVI

N 156 93 63 124 32 143 13
E(Eiad - o 41,2+ 16,2 41,1171 41,3+14,8 40,95+16,0 42,1+17,2 40,4+15,7 50.4+19,0
diagndstico (afios, DE) (**)
Edad dltima 536+154 | 540£161  53,0+143 53,0154 5584154 | 520¢151  OnO%6S
evaluacion (afios,DE) @)
Motivo diagndstico, n (%)

Casual 27 (17,4%) 18(19,4%) 9 (14,5%) 22(17,9%) 5(15,6%) | 27(19,0%) 0 (%)

fg{:ﬁf{:g‘g 66 (42,3%) 41(44,1%)  25(40,3%) 54(843,9%) 12(37,5%) | 60(42,3%)  6(46,2%)

Sintomas 62 (40,0%) 34(36,6%)  28(45,2%) 47(38,2%) 15(46,9%) | 55((38,7%)  7(53,8%)
Sexo, n (%)

Hombres 105 (67,3%) 63(67,7%)  42(66,7%) 80(64,5%) 25(78,1%) | 96(67,1%) 9(69,2%)

Muijeres? 51 (33,1%) 30(32,3%)  21(33,3%) 44(35,5%) 7(21,9%) | 47(32,9%) 4(30,8%)
Hipertension, n(%) 51(33,1) 32(35,2%) 19(30,2%) 39(31,7%) 12(38,7%) | 44(31,2%)  7(53,8%) (*)
Préctica deportiva

Nula 131 (84%) 81(87,1%)  50(79,4%) 103(83,1%) 28(87,5%) | 123(86,0%)  8(61,5%)

Moderada 15 (9,6%) 7(7,5%) 8(12,7%) 14(11,3%) 1(3,1%) 12(8,4%) 3(23,1%)

Ecocardiogréaficas

Masa V1. Deveraux 297,8+1 293,0 304, 301,39+111 283+ 298,0 295,0+

' 05,9 107,4 6+104,2 ,0 83,2 +106,6 102,8
Masa V1. Penn 358,0+1 352,0+ 366, 362,5+138, 340, 358,3 355,2+

' 32,4 134,3 6+130,3 8 7+104,0 +133,2 128,5
GRVI indexado 11,0£3,4 11,0+£3,3 11,1+3,4 11,0+£3,4 11,4+3,3 11,0+£3,4 11,6+3,6
Obstruccion 52 (33,5%) 32(34,8%)  20(31,7%) 41(33,3%) 11(34,4%) | 45(45,7%) 7(53,8%)
GRVI méaximo(mm) 20,5+ 6,0 20,56,1 20,458 20,5£6,0 205¢58 | 20,4+6,0 21,3t6,0
HVI severa 14 (9,0%) 9(9,8%) 5(7,9%) 11(8,9%) 3(9,4%) 12(8,5%) 2(15,4%)
Diametro de la Al (mm) 43,9+7,8 44,0+8,1 43,9+7,4 44,3+7,5 42,6+8,6
FEVI (%) 58,6+ 12,7 58,7+13,3 58,6+12,1 58,7+13,1 58,3+11,3 44,1+7,8 42,4+7,5
DTDVI (mm) 43,9+ 6,7 44,2+7,0 43,5+6,4 44,2+7,0 42,9454 44,0+7,8 43,1+3,4
Patron de hipertrofia

Septal asimétrica 87 (68,5%) 51(70,8%) 36(65,5%) 71(71%) 16(59,3%) 81(68,6%) 6(66,7%)

Concéntrica 26 (20,5%) 13(18,1%)  13(23,6%) 20(20%) 6(22,2%) | 23(19,5%) 3(33,3%)

Apical 4 (3,3%) 3(4,3%) 1(1,9%) 3(3,1%) 1(4,0%) 4(3,6%) 0
Tipo morfolégico septal

Reverso 47 (38,5%) 22(32,4%)  25(46,3%) 40(41,7%) 7(26,9%) | 44(38,3%) 3(42,9%)

Neutro 51 (41,8%) 33(48,5%)  18(33,3%) 38(39,6%) 13(50,0%) | 47(40,9%) 4(57,1%)

Apical 4 (3,3%) 4(5,9%) 0 3(3,1%) 1(3,8%) 4(3,5%) 0
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Sigmoideo 5 (4,1%) 1(1,5%) 4(7,4%) 5(5,2%) 0 5(4,3%) 0
Disfuncion sistélica VI 30 (20,0%) 19(21,3%) 11(18,0%) 25(21,0%) 5(16,1%) 27(19,7%) 3(23,1%)
Funcion diastolica

Normal 13 (12,9%) 7(13,5%) 6(12,2%) 11(13,9%) 2(9,1%) 13(13,5%) 0

0,

Alterada 23 (22,8%) 16(30,8%) 7(14,3%) 14(17,7%) 9(‘("2;?)/0) 21(21,9%) 2(40,0%)

Pseudonormal 35 (34,7%) 15(28,8%) 20(40,8%) 29(36,7%) 6(27,3%) 32(33,3%) 3(60,0%)

Restrictivo 3 (3,0%) 1(1,9%) 2(4,1%) 3(3,8%) 0 3(3,1%) 0

Pronostico
FA 43 (27,6%) 21(22,6%) 22(34,9) 35(28,2%) 8(25%) 41(28,7%( 2(15,4%)
NYHA, n (%)

I 96 (61,5%) 60(64,5%) 36(57,1%) 74(59,7%) 22(68,8%) | 89(62,2%) 7(53,8%)

1 41 (26,3%) 22(23,7%) 19(30,2%) 36(29,0%) 5(15,6%) 37(25,9%) 4(30,8%)

n-1v 17 (10,9%) 11(11,8%) 6(9,5%) 13(10,5%) 4(12,5%) | 15(10,5%) 2(15,4%)

5(38,5%
Sincope 24 (15,4%) 13(14,0%)  11(17,5%) | 21(16,9%)3(9,4%) 19(13,3%) ((*’*) )
TVNS 44 (35,8%) 25(33,3%) 19(39,6%) | 36(36,4%)8(33,3%) 40(353,7%) 4(36,4%)
RPA 27 (27,6%) 16(27,6%) 11(27,5%) 22(27,8%) 5(26,3%) 23(26,4%) 4(36,4%)
31(49,2%
HFMS, n(%) 59 (37,8%) 28(30,1%) ((*,;) ‘) 51(41,1%) 8(25,0%) | 53(37,1%) 6(46,2%)
Eventos

Muerte subita 10 (6,4%) 4(4,3%) 6(9,5%) 8(6,5%) 2(6,3%) 9(6,3%) 1(7,7%)

Paro cardiaco

resucitado® 9 (5,7%) 3(75%) 6(100%) 8(100%) 1(50%) 9(100%) 0
5 afios MS-MCH score 3,833 3,6£3,2 4,1+33 3,9+3,3 3,3+3.1 3,6+2,8 5,5+6,2

26(49,1%
4<Score<6 51 (33,1%) 25(27,2%) ( (*’) ‘) 44(36,1%) 7(21,9%) | 47(33,3%) 4(30,8%)
Score>6 21 (13,6%) 11(12,0%)  10(16,1%) 17(13,9%) 4(12,5%) | 18(12,8%) 3(23,1%)
Continuacion Tabla 16
VARIABLES CLINICAS Total CYP11B2 CMA1
Demogréficas WT/Hetero Pro-HVI WT/Hetero  Pro-HVI
N 156 129 27 126 30
E‘é‘;‘d media del diagnostico (afios, 41,2+ 16,2 41,2+15,9 41,3:17,8 | 419:159 38,4174
Rango 7-86
Edad ultima evaluacion (afios,DE) 53,6 +15,4 53,9+15,3 52,0+16,0 53,8+15,6 52,7+14,5
Motivo del diagndstico, n (%)
Casual 27 (17,4%) 18(14,0%) 9(34,6%) 21(16,8%) 6(20,0%)
Screening familiar 66 (42,3%) 57(44,2%) 9(34,6%) 51(40,8%) 15(50%)
Sintomas 62 (40,0%) 54(41,9%) 8(30,8%) 53(42,4%) 9(30,0%)
Sexo, n (%)
Hombres 105 (67,3%) 86(66,7%) 19(70,,4%) 83(65,9%) 22(73,3%)
Mujeres? 51 (33,1%) 43(33,3%) 8(29,6%) 43(34,1%) 8(26,7%)
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Hipertension, n(%) 51(331) 42(32,8%) 9(34,6%) 44(35,5%) 7(23,3%)
Préctica deportiva

Nula 131 (84%) 107(82,9%) 24(88,9%) | 105(83,3%) 26(86,7%)

Moderada 15 (9,6%) 14(10,9%) 1(3,7%) 12(9,5%) 3(10,0%)

Ecocardiogréficas

Masa VI, Deveraux 297,8+105,9 300,5+109,9 284,7+84,6 | 293,07+102,4 319,8+120,5
Masa VI, Penn 358,0+132,4 361,4+137,3 341,7+105,7 | 352,1+128,0 385,5+150,6
GRVI indexado 11,034 10,9+3,3 77,7£3,6 11,0+3,2 11,2+4,0
Obstruccion 52 (33,5%) 44(34,1%) 8(30,8%) 46(36,8%) 6(20%)
GRVI méaximo(mm) 20,5+6,0 20,245,8 21,746,5 20,5+5,6 20,4+7,3
HVI severa 14 (9,0%) 11(8,5%) 3(11,5%) 9(7,2%) 5(16,7%)
Diametro de la Al (mm) 43,9+7,8 44,1+8,1 43,1+6,2 43,9+7,6 44,1+8,6
FEVI (%) 58,6+ 12,7 58,2+13,6 60,8£7,9 | 60,7+11,2 50&3,1&)5'1
DTDVI (mm) 439+ 6,7 44,247,0 425:49 | 433:63 46&,85?'1
Patron de hipertrofia

Septal asimétrica 87 (68,5%) 69(65,7%) 18(81,8%) 73(70,9%) 14(8,3%)

Concéntrica 26 (20,5%) 24(22,9%) 2(9,1%) 20(19,4%) 6(25,0%)

Apical 4 (3,3%) 4(4,0%) 0 2(2,0%) 2(8,7%)
Tipo morfolégico septal

Reverso 47 (38,5%) 37(36,6%) 10(47,6%) | 43(43,9%) 4(16,7%)

Neutro 51 (41,8%) 46(45,5%) 5(23,8%) 37(37,8%)  14(58,3%)

0,
Apical 4 (3,3%) 4(4,0%) 0 1(1,0%) 3((13,;2)/")
Sigmoideo 5 (4,1%) 4(4,0%) 1(4,8%) 5(5,1%) 0
0,

Disfuncion sistélica VI 30 (20,0%) 27(22,0%) 3(11,1%) | 17(13.9%) 13212':;/")
Funcion diastdlica

Normal 13 (12,9%) 11(13,1%) 2(11,8%) 10(12,0%) 3(16,7%)

Alterada 23 (22,8%) 22(26,2%) 1(5,9%) 18(21,7%) 5(27,8%)

Pseudonormal 35 (34,7%) 27(32,1%) 8(47,1%) 30(36,1%) 5(27,8%)

Restrictivo 3 (3.0%) 2(2,4%) 1(5,9%) 1(1,2%) 2(1(i;1)%)

Prondstico

FA 43 (27,6%) 35(28,2%) 8(25%) 41(28,7%( 2(15,4%)
NYHA, n (%)

| 96 (61,5%) 75(58,1%) 21(77,8%) | 65(51,6%) 15(50%)

Il 41 (26,3%) 36(27,9%) 5(18,5%) 35(27,8%) 6(20%)

n-1v 17 (10,9%) 16(12,4%) 1(3,7%) 11(8,7%)  6(20,0%) (*)
Sincope 24 (15,4%) 18(14,0%) 6(22,2%) 22(17,5%) 2(6,7%)
TVNS 44 (35,8%) 34(34,0%) 10(43,5%) | 36(36,4%) 8(33,3%)
RPA 27 (27,6%) 22(27,5%) 5(27,8%) 8(6,3%) 2(6,7%)
HFMS, n(%) 59 (37,8%) 47(36,4%) 12(44,4%) | 50(39,7%) 9(30,0%)
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Eventos
Muerte stbita 10 (6,4%) 9(7,0%) 1(3,7%) 8(6,3%) 2(6,7%)
Paro cardiaco resucitado** 9 (5,7%) 8(88,9%) 1(100%) 8(100%) 1(50%) (**)
5 aflos MS-MCH score 3,8+3,3 3,743,2 4,2+3,7 3,9+3,3 3,3+£3,0
4<Score<6 51 (33,1%) 43(33,3%) 8(32,0%) 44(35,5%) 7(23,3%)
Score>6 21 (13,6%) 18(14,0%) 3(12,0%) 19(15,3%) 2(6,7%)

* <0,05<p<0,1
**0,001<p<0,05
*** p<0,001

Cuando se agrupaba conjuntamente los pacientes homocigotos y heterocigotos
(andlisis de tipo dominante) para el polimorfismo de la ECA y se comparaban con los
WT, se observo que la edad media al diagndstico era menor en el grupo de heterocigos
y homocigotos con respecto a WT (40,0£15,8 vs, 46,5£17,1 p=0,044) pero no se
observaban diferencias significativas en las demas variables analizadas.

En el estudio de Kaplan Meier no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV, disnea limitante (NYHA 111-1V), muerte

subita o el evento combinado, respecto a la presencia del polimorfismo en la ECA.

AGT (p,M235T)

Se presentd el polimorfismo del AGT M235T en homocigosis en 32 (20,5%) de
los pacientes con MCH evaluados (78 (50,0%) fueron heterocigotos y 46 (29,5%) WT).
Las caracteristicas demograficas y clinicas de los portadores en homocigosis fueron
similares a las de los heterocigotos y WT (Tabla 16). En particular no hubo diferencias
en las medidas morfoldgicas y funcionales del ventriculo izquierdo por Ecocardiografia.
Hubo Unicamente un mayor porcentaje de pacientes homocigotos con patrén de flujo
mitral sugestivo de alteracion de la relajacién (Tipo 1) (9 (40,9%) vs 14 (17,7%),
p=0,022). No hubo diferencias en cuanto al score de riesgo de MS, El porcentaje de
hipertensos y deportistas fue similar en ambos grupos.

Cuando se agrupaba conjuntamente los pacientes homocigotos y heterocigotos
para el polimorfismo del AGT M235T y se comparaban con los WT se observaba la
misma diferencia en patrdén de flujo mitral sugestivo de alteracion de la relajacién (Tipo
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1) (7(41,2%) vs, 16(19,0%), p= 0,047) pero no hubo otras diferencias significativas en

las variables analizadas.

En el estudio de Kaplan Meier no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV, disnea limitante (NYHA 111-1V), muerte
subita o el evento combinado, respecto a la presencia del polimorfismo AGT M235T,

AGTR1 (c,1166A>C)

Se presento el polimorfismo del receptor de la angiotensina tipo 1 (AGTR1) en
homocigosis en 13 (8,3%) de los pacientes con MCH evaluados (10 (6,4%) fueron
heterocigotos y 133 (85,3%) WT). Las caracteristicas demogréficas y clinicas de los
portadores en homocigosis fueron similares a las de los heterocigotos y WT (Tablal6).
En particular no hubo diferencias en las medidas morfoldgicas y funcionales del
ventriculo izquierdo por ecocardiogafia. Hubo Unicamente un mayor porcentaje de
pacientes homocigotos para el polimorfismo con antecedente de sincope (5 (38,5%) vs
19 (13,3%), p=0,016). El porcentaje de hipertensos y deportistas fue similar en ambos

grupos,

Cuando se agrupaba conjuntamente los pacientes homocigotos y heterocigotos
para el polimorfismo de la AGTR1 y se comparaban con los WT se observo que el
grupo de pacientes heterocigotos y homocigotos tenia un mayor didmetro telediastélico
del VI (45,1+7,5 vs, 42,6£5,6, p=0,019), pero ya no hubo otras diferencias significativas

en las variables analizadas.

En el estudio de Kaplan Meier no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV, disnea limitante (NYHA 111-1V), muerte
stbita o el evento combinado, respecto a la presencia del polimorfismo AGTRL.

CYP11B2 (-344 C>T)

Se present6 el polimorfismo -344 C>T del CYP11B2 en homocigosis en 27
(17,3%) de los pacientes con MCH evaluados (79 (50,6%) fueron heterocigotos y 52
(33,3%) WT). Las caracteristicas demograficas y clinicas de los portadores en
homocigosis fueron similares a las de los heterocigotos y WT (Tablal6). En particular
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no hubo diferencias en las medidas morfoldgicas y funcionales del ventriculo izquierdo
por ecocardiogafia. EIl porcentaje de hipertensos y deportistas fue similar en ambos

grupos.

Cuando se agrupaba conjuntamente los pacientes homocigotos y heterocigotos
para el polimorfismo CYP11B2 y se comparaban con los WT, se observaron ligeras
diferencias en la masa ventricular izquierda, que era mayor en los pacientes WT
respecto a los portadores del polimorfismo (323,5+ 111,6 vs 285,0+ 101,1, p=0,04), sin
efecto sobre el calculo global del score de riesgo.

En el estudio de Kaplan Meier no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV, disnea limitante (NYHA 111-1V), muerte
subita o el evento combinado, respecto a la presencia del polimorfismo en la CYP11B2.

CMAL (-1903 A>C)

Se presento el polimorfismo -1903 A>C de la quimasa A cardiaca (CMAL) en
homocigosis en 30 (19,2%) de los pacientes con MCH evaluados (81 (51,9%) fueron
heterocigotos y 45 (28,8%) WT). Las caracteristicas demogréficas y clinicas de los
portadores en homocigosis fueron similares a las de los heterocigotos y WT (Tabla 16).
En este caso si se observaron diferencias significativas en la morfologia y funcion del
ventriculo izquierdo. Los portadores del polimorfismo CMA1 en homocigosis tenian un
porcentaje superior de hipertrofia de distribucion apical (3 (12,5%, vs 1 (1,0%), p=
0,005), lo que se reflejaba en un didmetro telediastolico tomado a nivel basal mayor
(46,8+ 8,1 vs 43,3+ 6,3 mm, p=0,02) a pesar de tener un grosor maximo similar. Habia
un porcentaje superior tanto de pacientes con disfuncion sistélica (13 (46,4%) vs 17
(13,9%), p<0,001) como signos de afectacion diastolica (patrdn restrictivo: 2 (11,1%) vs
1 (1,2%), p=0,025). A pesar de las alteraciones ecocardiograficas, no hubo diferencias
significativas en cuanto a los sintomas ni en relacién con el riesgo de MS. El porcentaje
de hipertensos y deportistas fue similar en ambos grupos.

Cuando se agrupaba conjuntamente los pacientes homocigotos y heterocigotos
para el polimorfismo CMAL1 y se comparaban con los WT, Unicamente se observé una
tendencia a un menor porcentaje de TVNS en holter en los homocigotos (26 (30,2%) vs
18 (48,6%), p=0,051), sin efecto sobre el calculo global del score de riesgo.
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En el estudio de Kaplan Meier no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV, disnea limitante (NYHA 111-1V), muerte

subita o el evento combinado, respecto a la presencia del polimorfismo en la CMAL.

AGT (p, T174M)

Se presentd el polimorfismo T174M en homocigosis en un solo paciente (0,7%)
de los pacientes con MCH evaluados (22 (14,1%) fueron heterocigotos y 133 (85,3%)
WT). El paciente con el polimorfismo T174M en homocigosis presentaba una forma de
hipertrofia particularmente severa con obstruccion y sintomas limitantes de forma
precoz y acumulacion de factores de alto riesgo por lo que se indic6 implantacion de
desfibrilador y realizacion de miectomia a edad joven.

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los portadores en homocigosiss
fueron similares a las de los heterocigotos y WT (Tabla 16). No se observaron
diferencias significativas en la morfologia y funcion del ventriculo izquierdo. No hubo

diferencias significativas en cuanto a los sintomas ni en relacion con el riesgo de MS.

Los portadores del polimorfismo T174M en heterocigosis fueron mas
frecuentemente hipertensos (12 (54,5%, vs 39 (29,5%), p= 0,021). El porcentaje de
deportistas fue similar en ambos grupos.

En el estudio de Kaplan Meier no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV, disnea limitante (NYHA 111-1V), muerte
subita o el evento combinado, respecto a la presencia del polimorfismo T174M en el
AGT.

Finalmente, el sumatorio de la puntuacién que se le dio a cada polimorfismo del
SRAA segun su genotipo en cada paciente no resultdé estar asociado al fenotipo
ecocardiogréafico.
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3.1.2. Haplogrupos mitocondriales

En la Figura 21 se muestran resultados graficos obtenidos para algunos

polimorfismos del ADNmt.

Figura 21. Imagenes de geles de agarosa tras digestion enzimatica

A) m_13708G>A) I B) m.9055G>A)

A) Polimorfismo m.13708G>A, callel:13708G, calle2; 13708A. B) Polimorfismo m.9055G>A, callel:
9055G, calle2: 9055A

Se llevo a cabo la clasificacion de los pacientes en haplogrupos segin la
combinacion de polimorfismos que mostraba en su ADNmt (Figura 10).

En la siguiente Tabla 17 se presentan las caracteristicas clinicas de los pacientes

segun el haplotipo al que pertenezcan.
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Tabla 17. Caracteristicas clinicas de los pacientes comparando los distintos haplogrupos

Variables demogréficas

Haplogrupos mitocondriales

Totales H V HV U
N 127 81 (51,9%) 6 (3,8%) 29(18,6%) 19 12,2%)
Edad al diagndstico (afios) 41.0+ 16.0 43.2+16.9 36.0+15.7 40.4+15.8 42.5+13.4
g‘é‘;d Ultima evaluacion (afios, 53.2 +16.3 545+15.9 | 54.2¢15.5 5374154 | 53.3+11.2
Motivo de diagnostico, n (%)
Casual 29 (15.4%) 12 (15%) |1 (16.7%) 4(13.8%) 5 (26.3%)
Screening familiar 84 (44.7%) 38 (47.5%) 2 (33.3%) 1137.9%) 6 (31.6%)
Sintomas 75 (39.9%) 30(37.5%) |3 (50.0%) 14(48.3%) 8 (42.1%)
Caracteristicas ecocardiograficas
GRVI (mm, DE) 20.3 +6.0 19.625.3 (**) 20.35.8 21.1#55 21.846.5
GRVI indexado 10.944.5 10.5+3.1 (**) 11.3+3.4 11.3+3.3 11.83.6
HVI severa 14 (7.5%) 5 (6.2%) 12(6.9%)
Masa VI, Deveraux 205 4+107.7 291.7494.3 | 276.5x128.3 | 305.2+125.7 | 290.9+87.5
Masa VI, Penn 355 0+134.7 350.4+117.9 | 331.5+160.4 | 367.4+157.2 | 349.4+109.4
Obstruccion 54(28.4%) 27 (33.3%) 0 9 (31.0%)
Disfuncién sistélica VI 38 (21.1%) 12 (15.8%) | 2(33.3%) 4 (14.3%) 4 (21.1%)
Diametro de la Al (mm) 43.9+7.9 43.746.1 42.7+4.9 44.0£8.0 44.1+7.4
FEVI (%) 58.4+13.2 60.6+12.6 (*) | 51.6x11.8 59.0+12.1 59.4+10.6
DTDVI (mm) 43.9+7.1
Patron de hipertrofia 43.746.1 42.7+4.9 44.0£8.0 44.1+7.4
Septal asimétrica 97 (60.6%)
Concéntrica 27 (16.9%) 45 (66.2%) 3 (100%) 18 (69.2%) | 7(63.6%)
Apical 4 (2.6%) 14 (20.6%) 0 6 (23.1%) 4 (36.4%)
Tipo morfolégico septal 2 (3.2%) 0 1 (3.8%) 0
Reverso 57 (36.8%)
Neutro 52 (33.5%) 20 (30.8%) (*) | 1 (33.3%) 13 (50.0%) 5 (50%)
Apical 4 (2.6%) 27 (41.5%) 2 (66.7%) 10 (38.5%) 5 (50.0%)
Sigmoideo 5 (3.2%) 2 (3.1%) 0 1 (3.8%) 0
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RPA en ergometria 30(27.5%) 5 (7.7%) (**) 0 0 0
HEMS, n(%) 72 (37.5%) 60.6£12.6 (*) 51.6+11.8 59.0+12.1 59.4+10.6
Funcidn diastdlica

Normal 14 (10.4%) 43.7+6.1 42.7£4.9 44.0+8.0 44.1+7.4
Relajacion alterada 25 (18.7%)
Pseudonormal 35 (26.1%) 45 (66.2%) 3 (100%) 18 (69.2%) | 7(63.6%)
Restrictiva 3 (3%) 14 (20.6%) 0 6 (23.1%) 4 (36.4%)
Presencia de sintomas o complicaciones, n (%)
Sincope 28 (14.9%) 12 (14.8%) 0 6 (20.7%) 5 (26.3%)
TVNS 49 (34.8%) | 17 (27.4%) (*) [ 2 (100%) (**) | 13 (50,0%) (*) | 5 (36.7%)
4 (66.7%)
FA 53 (27.6%) 19 (23.5%) o) 9 (31.0%) 6 (31.6%)
Clase funcional NYHA, n (%0)
| 116 (60.4%) 5 (62.5%) 4 (57.1%) 5 (83.3%) 15 (55.6%)
1 48 (25.0%) 3 (37.5%) 1 (14.3%) 1 (16.7%) 8 (29.6%)
n-1v 24 (12.5%) 0 2 (28.6%) 0 3 (11.1%)
Eventos
Muerte sdbita 12 (6.3%) 0 0 1 (100%) 0
Paro cardiaco o 0 0 1 (100% 0
resucitado** 9 (4.7%) ( )
4<Score<6 55 (30.4%) 2 (25.0%) 4 (57.1%) 0 9 (34.6%)
Score>6 23 (12.7%) 0 2 (28.6%) 0 5 (19.2%)
Continuacion Tabla 17
TOTALES K J T UK
Variables demogréficas
N 127 8 (5,1%) 7 4,5%) 6 (3,8%) 27 (30,8%)
Edad al diagnéstico (afios) 41,0+ 16,0 31,5¢11,3 (*) | 40,0+20,5 33,5+17,1 39,2+13,6
g‘é‘;‘d Ultima evaluacion (afios, | 535 1163 48,6+12,4 | 57,1x22,7 | 43,2159 (%) | 51,9t115
Motivo de diagnostico, n (%)
asua 4% ,5% 9% (% 2%
Casual 29 (15,4%) 1(12,5%) | 3(42,9%) (*) | 1(16,7%) 6 (22,2%)
Screening familiar 84 (44,7%) 5 (62,5%) 1 (14,3%) 3 (50,0%) 11 (40,7%)
Sintomas 75 (39,9%) 2 (25,0%) 3 (42,9%) 2 (33,3%) 10 (37,0%)
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Caracteristicas ecocardiograficas

GRVI (mm, DE) 20,3 6,0 24,1%11,3 22,046,0 19,2V4,2 22,548,1
GRVI indexado 10,9+4,5 13,0945,9 11,543,5 11,614 12,2444
HVI severa 14 (7,5%) 2 (25,0%)
Masa VI, Deveraux 295,4+107,7 367,1+182,2 339,0+88,0 250,9+92,0 312,2+122.2
Masa VI, Penn 355,0+£134,7 444742278 | 409,5#110,0 | 299,4+1149 | 376,1+152,8
Obstruccion 54(28,4%) 1 (12,5%)
Disfuncion sistélica VI 38 (21,1%) 3(37,5%) |4 (57,1%) (**)| 1(16,7%) 7 (25,9%)
Diametro de la Al (mm) 43979 41,5+10,3 46,6+8,0 40,2+3,4 44,17,6
FEVI (%) 58,4+13,2 50,5+9,2 (*) |47,4+18,0 (**)| 61,0150 56,2+10,8
0,87+0,1 (**)
DTDVI (mm) 43,9+7,1 47,7+£9,6 46,0+5,9 40,0£2,5 45,1481
Patrén de hipertrofia
Septal asimétrica 97 (60,6%) 5 (71,4%) 6 (87,5%) 3 (60,0%) 12 (66,7%)
Concéntrica 27 (16,9%) 1 (14,3%) 1 (14,3%) 0 5 (27,8%)
Apical 4 (2,6%) 1(14,3%) (*) 0 0 1 (5,6%)
Tipo morfolégico septal
Reverso 57 (36,8%) 2 (33,3%) 4 (57,1%) 2 (40,0%) 7 (43,8%)
Neutro 52 (33,5%) 3 (50,0%) 3 (42,9%) 1 (20,0%) 8 (50,0%)
Apical 4 (2,6%) 1(16,7%) (*) 0 0 1 (6,3%)
Sigmoideo 5 (3,2%) 0 0 0 0
RPA en ergometria 30(27,5%) 4(57,1%) (*) | 1 (33,3%) 1(33,3%) 8 (40,0%)
HFMS, n(%) 72 (37,5%) 2 (25,0%) 2 (28,6%) 1(16,7%) 13 (48,1%)
Funcidn diastdlica
Normal 14 (10,4%) 0 0 1 (20,0%) 0
Relajacion alterada 25 (18,7%) 1 (25,0%) 1 (20,0%) 1 (20,0%) 2 (16,7%)
Pseudonormal 35 (26,1%) 2 (50,0%) 2 (40,0%) 1 (20,0%) 5 (41,7%)
Restrictiva 3 (3%) 0 1 (20,0%) (**) 0 1 (8,3%)
Presencia de sintomas o complicaciones, n (%)
Sincope 28 (14,9%) 1 (12,5%) 0 0 6 (22,2%)
TVNS 49 (34,8%) 3 (37,5%) 4 (57,1%) 0 8 (36,4%)
FA 53 (27,6%) 1 (12,5%) 3 (42,9%) 1 (16,7%) 7 (25,9%)
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NYHA, n (%)

| 116 (60,4%) 51 (63,0%) 2 (33,3%) 19 (65,5%) | 10 (52,6%)
I 48 (25,0%) 21 (25,9%) 1 (16,7%) 9 (31%) 5 (26,3%)
-1V 24 (12,5%) 8(9,9%) |3(50,0%) (**)| 1 (3,4%) 3 (15,8%)
Eventos
Muerte stbita 12 (6,3%) 7 (100%) 0 2 (100%) 0
r:srt?citado** cardiaco 9 (4,7%) 6 (85,7%) 0 2 (100%) 0
5 afios MS-MCH score 3,59 43,1 3,2+2,1(**) 2,96+1,8 5,0+4,2 (*) 5,457
4<Score<6 55 (30,4%) 24 (30%) 2(333%) | 12(41,4-%) | 7(38,9%)
Score>6 23 (12,7%) 6 (7,5%) (**) 0 8 (27,8%) (**) | 5 (27,8%) (¥)
* <0,05<p<0,1
**0,001<p<0,05

%% n<0,001

Figura 22. Distribucion de haplogrupos en controles y pacients con MCH
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DK1: Dinamarca (Benn et al. 2008); DK2: Dinamarca (Mikkelsen et al. 2010); Mad: Madrid;Ast:

Asturias
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Haplogrupo H

El haplogrupo H estaba representado con mas frecuencia en la poblacién con
MCH si lo comparabamos con el grupo control de Asturias (52% vs, 42%, p=0,045)
pero sin diferencias significativas con respecto al grupo control de Madrid (Figura 22).

Los pacientes con haplogrupo H no tenian diferencias apreciables con respecto a
las variables demogréaficas. En cuanto a las variables clinicas, los pacientes que
pertenecian a este haplogrupo tenian medidas morfoldgicas y funcionales diferentes
significativamente con respecto a los pacientes que pertenecian a otros haplogrupos: el
grosor maximo de la pared del ventriculo izquierdo fue significativamente menor en
este grupo (19,6£5,3 vs, 21,5+6,4mm p=0,046), al igual que el grosor indexado (10,5 £
3,1 vs, 11,7, p=0,030) y solo cinco pacientes (6,2%) tenian hipertrofia severa. Doce
(15,8%) presentaban disfuncién sistélica y la FEVI tendia a ser mayor que en otros
grupos (60,6 *£12,6 vs, 56,3x12,6 p=0,079). En concreto, la FEVI fue mayor
significativamente cuando se comparaba especificamente con la de los pacientes del
haplogrupo J (60,6£12,6 vs, 47,4+18,0 p=0,045).

En este grupo hubo un mayor porcentaje de morfologia septal de tipo sigmoideo
(5 (7,7%) vs, 0, p=0,032) y una tendencia a tener menor porcentaje de morfologia septal
tipo reverso (20 (30,8%) vs, 45 (69,2%) p=0,060). En cuanto a la presencia de sintomas,
se observo una tendencia a un menor porcentaje de pacientes con TVNS en holter (17
(27,4%) vs. 27 (44,3%), p=0,051), con efecto sobre el calculo global del score de riesgo
de MS en los préoximos 5 afios (3,2+2,2 vs, 4,42+4,1 p=0,023), siendo ademas la
frecuencia de pacientes con score de riesgo mayor de 6 significativamente menor (6
(7,5%) vs, 15 (20,3%) p=0,02.

En este grupo el 22,4% presentaba RPA con el esfuerzo. Finalmente, en este
grupo se habia producido 7 muertes subitas, de las cuales 6 fueron resucitadas.

En el estudio de Kaplan Meier se observaron diferencias no significativas pero si
una tendencia a una mayor supervivencia libre de FA con respecto a otros grupos (73,2
afos vs, 65,6, p=0,076). No hubo diferencias en la edad de supervivencia para el resto
de los eventos estudiados asi como para la supervivencia libre de MS.
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Haplogrupo V

El haplogrupo V se presento en 6 (3,8%) de los pacientes con MCH. La
frecuencia del haplogrupo V de nuestra poblacion fue similar al grupo control de
Asturias.

En cuanto a las caracteristicas demograficas, hubo una tendencia a que este
grupo esté representado por una mayoria de mujeres (4 (66,7%) vs, 47 (31,3%)
p=0,070) en comparacion con otros haplogrupos. En este caso tampoco se observaron
diferencias significativas en la morfologia del ventriculo izquierdo, el GRPVI era de
20,345,8 y ningun paciente presentaba obstruccion. La presencia de disfuncion sistolica
del VI era frecuente (33,3%), La FEVI media fue de 51,6+11,8%. El tamafio de la Al
fue de 47,6£12,8 y la fraccion de acortamiento del ventriculo izquierdo resulto
significativamente menor (30,0+9,4 vs, 39,0£10,5 p=0,042). Hubo una mayor
frecuencia de pacientes que habia presentado casos de FA (4 (66,7%) vs, 39 (26,0%)
p=0,029) y con clase funcional NYHA I11-1V (3 (50,0%) vs, 14 (9,3%) p=, 0,002). Por
altimo, se observé una tendencia a un mayor porcentaje de TVNS en holter en los
pacientes de este grupo (2 (100%) vs 42 (34,7%), p=0,056), sin efecto sobre el calculo
global del score de riesgo (ningln paciente presentaba un score de riesgo de MS
superior a 6). Ningun paciente de este grupo exhibi6 una RPA, ni tampoco fue

documentada ninguna MS,

En el estudio de Kaplan Meier, se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, con una supervivencia media mas corta que para
el resto de los haplogrupos (55,0 afios +6,8 vs, 70,7 afios £2,0 p=0,032), al igual que
una supervivencia media mas corta para disnea limitante (NYHA I11-1V) (56,4 afios
15,4 vs, 70,7 anos £2,0 p=0,007) respecto a otros grupos.

Haplogrupo HV

La prevalencia del cluster HV (HV+H+V) fue superior comparada con los
grupos control de Madrid y Asturias (116 (74,4%) vs, 109 (63,7%) p=0,026) y (116
(74,4%) vs, 144 (48%) p<0,001) respectivamente.
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En cuanto al haplogrupo HV propiamente dicho, se presento con una frecuencia
de 29 (18,6%) y no hubo diferencias clinicas en las medidas morfolégicas ni en las
funcionales del ventriculo izquierdo por ecocardiografia, Hubo una mayor prevalencia
de antecedentes familiares de muerte subita (17 (58,6%) vs 42 (33,1%), p=0,010), y una
tendencia a mayor TVNS (13 (50,0%) vs, 31 (32,0%) p=0,088) que implicaba una
tendencia a un mayor score de riesgo de MS segun la férmula de Mahoney con un
porcentaje superior de pacientes de riesgo alto (>6%) (27,6% vs 10,4%, p=0,015) y con
un score medio de riesgo de MS que tendia a ser mayor (5,0+4,2 vs,3,5+2,9 p=0,091).

En el estudio de Kaplan Meier no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV, disnea limitante (NYHA 111-1V), muerte

stbita o el evento combinado, respecto al haplogrupo HV.

Haplogrupo U

El haplogrupo U se presentd en 19 (12,2%) de los pacientes con MCH, La
frecuencia de nuestra poblacion con MCH fue similar a la de las poblaciones control

espafiolas.

Las caracteristicas demogréaficas y clinicas de los pacientes que pertenecian al
haplogrupo U fueron similares a las de los otros grupos (Tabla 17). En este caso si se
observaron diferencias significativas en la funcion del ventriculo izquierdo, Habia una
tendencia a un porcentaje superior de pacientes con afectacién diastélica (patrén
restrictivo: 1 (12,5%) vs. 2 (2,0%), p=0,098). Ademas, hubo tendencia a un mayor
porcentaje de pacientes con riesgo alto de MS (>6%) en los proximos 5 afios (5 (27,8%
vs. 16,0 (11,8%) p=0,063).

En el estudio de Kaplan Meier se observaron diferencias significativas mediante
los tests log-rank en cuanto a la supervivencia libre de ACV (63,2 vs,83,9 p=0,034) y
disnea limitante (NYHA 111-1V) (60,5 vs, 74,2 p=0,033) cuando se comparé este grupo
con el resto. En cuanto a la supervivencia libre hasta el evento combinado, hubo una
tendencia a que los pacientes de este grupo también la presentaran menor (55,2 vs. 66,9
p=0,064) con respecto a los demas grupos.
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Haplogrupo K

Este haplogrupo se presento en 8 (5,1%) de los pacientes del estudio, no hubo
diferencia con la frecuencia con la que se presentaba en Asturias pero si fue mayor en
comparacion con el grupo control de Madrid, ((5,1%) vs, (1,8%), p=0,013) (Tablal8),
con lo que al igual que el haplotipo H este podria ser un factor de susceptibilidad para
padecer la enfermedad.

Los pacientes que pertenecian a esta haplogrupo tenian una edad media al
diagndstico menor con respecto al resto de los grupos (31,5+11,3 vs, 41,7+16,3
p=0,039) donde la mayoria son varones (87,5%).

Se encontraron diferencias clinicas tanto morfolégicas como funcionales. Un
25% de los pacientes tenian hipertrofia severa, y s6lo 12,0% presentaban obstruccion.
Esta hipertrofia tenia mayoritariamente un patrén apical (1 (16,7%) vs, 3(2,6%)
p=0,059). El ratio ratio AI/DTD fue significativamente menor en los pacientes de este
grupo (0,87+0,1 vs, 1,03+0,2 p=0,035). Se encontrdé también en este grupo una
tendencia a mayor frecuencia de pacientes con RPA (4 (57,1%) vs, 23 (25,3%)
p=0,069).

Un 62,5% se encontraban en clase funcional | de la NYHA y no hubo ninguin
paciente de este grupo con NYHA I11-1V.

Finalmente, ninguno de ellos habia presentado MS, Un 25% de los pacientes de
este grupo tenia HFMS. En mas de la mitad de los casos, el diagndstico inicial se realizd
tras screening familiar por MS o MS resucitada.

En el estudio de Kaplan Meier no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV, disnea limitante (NYHA 111-1V), MS o el
evento combinado, respecto a pertenecer al haplogrupo K,
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Tabla 18. Distribucion de los haplogrupos en controles y pacientes portadores afectados

Control-DK1  Control-DK2

S emetal. midelsenetal il (O D G Mo A wuca P 2
45,9 41,3 48,5 42,0 60,4 54,2 60,0 36,2 51,9 0,50 0,045
4,5 6,0 4,4 4,6 3,8 0,82
4,5 815 15,2 11 583 15,0 18,6 0,34
15,9 12,9 12,9 13,0 9,9 16,0 5,0 13,1 12,2 083 081
6,2 10,0 18 9,0 2,2 4,4 5,0 9,2 51 0,013 0,17
9,1 12,4 12,3 11,0 g8 8,9 5,0 13,1 4,5 0,018 0,038
9,9 8,5 9,4 7,0 13,2 4,2 10,0 154 3.8 0,055 0,20

P1y p2: Significacion al comparar nuestra serie con controles de Madrid (pl) y Asturias (p2);

DK: Dinamarca

Haplogrupo J

La prevalencia del haplogrupo J era significativamente mas baja en la poblacion
con MCH, (4,5% vs, 12,3% p=0,018) compardndola con controles de Madrid y (4,5%
vs, 11,0% p=0,038) si la comparabamos con los controles de Asturias (Tabla 18).

En este haplogrupo hubo que resaltar la tendencia a una mayor frecuencia de
diagndstico por hallazgo casual de los pacientes (3 (42,9%) vs, 24 (16,2%) p=0,069).

En los pacientes que pertenecian a este haplogrupo, se observaron diferencias
significativas en la funcién del ventriculo izquierdo, habia un porcentaje superior tanto
de pacientes con disfuncion sistolica (4 (57,1%) vs 26 (18,2%), p=0,012) y con menor
FEVI (47,4£18,0 % vs, 59,2+12,3% p=0,043), asi como signos de afectacion diastolica
(patrén restrictivo: 1 (20,0%) vs 2 (2,1%), p=0,021). A pesar de las alteraciones
ecocardiograficas, no hubo diferencias significativas en cuanto a los sintomas ni en

relacion con el riesgo de MS.
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En el estudio de Kaplan Meier no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV, disnea limitante (NYHA 111-1V), muerte

stbita o el evento combinado, respecto a pertenecer al haplogrupo J.

Haplogrupo T

La prevalencia del haplogrupo T era algo inferior en la poblacion de pacientes
con MCH que en los controles de Madrid (3,8% vs. 9,4% p=0,055), y no hubo
diferencias con el grupo control de Asturias (18).

En cuanto a las variables demogréficas, los pacientes de este grupo tendian a ser
mas jovenes que los pacientes de otros grupos (43,2+15,9 vs, 54,0+13,3 afios p=0,091).
No hubo diferencias significativas entre este haplogrupo y los demas, ni con respecto a
la morfologia del VI. No se observaron diferencias en relacion con el riesgo de MS.

En el estudio de Kaplan Meier no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV, disnea limitante (NYHA 111-1V), MS o el

evento combinado, respecto al haplogrupo T.

Haplogrupo UK

La prevalencia del haplogrupo UK fue similar cuando la comparamos con la
frecuencia de la poblacion UK control de Madrid, o con la de Asturias.

El porcentaje de hipertensos tendia a ser menor en este grupo (5 (19,2%) vs,
46(35,9%) p=0,099).

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes de este haplogrupo
fueron similares a las de los demas haplogrupos.

En el estudio de Kaplan Meier no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV, disnea limitante (NYHA 111-1V), MS o el
evento combinado, respecto al haplogrupo UK.
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Figura 23. Distribucion de cluster de haplogrupos en controles y pacientes con MCH
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DK1: Dinamarca (Benn et al. 2008); DK2: Dinamarca (Mikkelsen et al. 2010); Mad: Madrid;Ast:
Asturias

Haplogrupo JT

La prevalencia del cluster JT fue inferior comparandola con la poblacién control
de Madrid ((8,3%) vs, (21,6%), p<0,01) y Asturias ((8,3%) vs, (18,0%), p=0,012)
(Figura 21).

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes de este haplogrupo
fueron similares a las de los demas haplogrupos.

En el estudio de Kaplan Meier no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la supervivencia libre de FA, ACV, disnea limitante (NYHA 111-1V), MS o el

evento combinado, respecto al haplogrupo JT.
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3.2. Analisis Multivariado

3.2.1. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

Polimorfismos del SRAA como predictores de variables ecocardiograficas

El polimorfismo T174M en homocigosis del gen del AGT se asocié de forma
independiente con el grosor maximo y grosor indexado VI, (OR= 13,93 (IC95% 2,45-
25,40) p = 0,018) y (OR=7,65 (IC95% 1,10-14,18) p = 0,022), respectivamente (en
presencia del sexo, HTA, edad, genotipo y haplotipos mitocondriales).

La “dosis” del polimorfismo T174M también se asocié de forma independiente
con el grosor maximo no indexado (OR=2,45 (IC95% -0,05 - 4,95) p = 0,055 (WT,
heterocigoto, homocigoto)). La dosis del polimorfismo T174M también se asocio al

grosor ventricular indexado.

La presencia del polimorfismo -1903 A>G en CMALl se asocid
significativamente con el tamafio ventricular en diastole (ajustado Henry %) (OR= 7,21
(1C95% 1,43 - 13,00) p =0,015). La presencia de HTA también se asocié de forma
significativa con este parametro ecocardiografico, (OR=4,81 (IC95% 0,21 - 9,40) p
=0,041).

El polimorfismo -1903 A>G y T174M fueron las variables mas estrechamente
asociadas al valor de DTD del VI, para CMA un OR=3,97 (IC95% 1,30 - 6,64) p
=0,004 y para T174M (dosis) inversamente con un OR=-3,13 (IC95% -5,82 - -0,44) p
=0,023. La superficie corporal fue el valor mas intimamente relacionado con el DTD del
VI (p<0,0001).

Ningun polimorfismo del sistema SRAA se asocié con la razén grosor/DTD, ni
con el didmetro Al. El polimorfismo M235T presentd un valor en el limite de la
significacion, (OR=-2,70 (IC95% -5,60 — 0,19) p =0,067). La edad y la BSA fueron las
Unicas variables asociadas significativamente con el didmetro Al, EI OR para la edad
fue de 0,23 (1C95% 0,15 - 0,30) p <0,0001.
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El polimorfismo -1903 A>G y el genotipo positivo para MYH7 junto con el
grosor méximo fueron predictores independientes de la presencia de obstruccion en el
TSVI, El OR para la ausencia del polimorfismo CMA en homocigosis se asocid a un
OR de 2,83 (1C95% 1,01 - 8,03) p =0,050 y el OR para el genotipo MYH?7 fue de 2,53
(1IC95% 10,01 - 6,33) p =0,047). El grosor maximo se asocia a la presencia de
obstruccién en el TSVI en el modelo (OR=1,12 (1C95% 1,05 — 1,20) p<0,001).

El polimorfismo -1903 A>G y el genotipo MYBPC3 junto con el grosor maximo
fueron predictores independientes de la presencia de un septo reverso. EI OR para la
ausencia del polimorfismo -1903 A>G en homocigosis se asocié a un OR de 11,75
(1C95% 2,36 - 58,38) p =0,003 y el OR para el genotipo MYBPC3 fue de 7,21 (1C95%
1,29 - 40,42) p =0,025). EI grosor maximo se asocia a la presencia de un septo reverso
en el modelo con un OR de 1,27 (1C95% 1,15 - 1,41) p<0,001.

No se identificd asociacion entre los polimorfismos del SRAA y la presencia de
un determinado patron de hipertrofia respecto de la clasificacion en asimétrico,

concéntrico o apical.

A pesar de que los varones y el grosor maximo se asociaron con la presencia de
un patron de flujo mitral pseudonormal, no hubo ninguna variable asociada a la
presencia de un patron restrictivo (o pseudonormal-restricitivo). EI OR para el sexo
varén fue de 3,41 (1C95% 1,17 - 9,88) p =0,024). El OR para el grosor maximo fue de
1,14 (1C95% 1,05 - 1,23) p=0,001.

El polimorfismo -1903 A>G, -344 C>T del CYP11B2 y el genotipo MYBPC3
fueron los pardmetros mas importantes asociados a la fraccion de acortamiento. Los
valores de OR fueron de -6,62 (1C95% (-2,20) - (-11,03)) p =0,004 para -1903 A>G, -
5,90 (I1C95% (-1,54) - (- 10,27)) p =0,008 para -344 C>T y -4,65 (1C95% (-0,26) — (-
9,05)) p =0,038 para el genotipo MYBPC3.

El polimorfismo -1903 A>G fue predictor independiente de la presencia del
desarrollo de disfuncidn sistolica (como variable binaria). EI OR para el polimorfismo -
1903 A>G fue de 5,36 (1C95% 2,13 - 13,50) p <0,001,
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Asociacion con variables prondsticas

Ninguno de los polimorfismos del SRAA se asocié con el valor del Score de
riesgo de muerte subita. Hubo un polimorfismo del sistema SRAA que si se asocio con
el sincope. EI OR para el polimorfismo A1166C del AGTR1 fue de 5,90 (IC95% 1,56 -
22,37) p =0,000.

Supervivencia libre de eventos

El polimorfismo I/D de la ECA y el grosor maximo fueron las variables
asociadas a la supervivencia libre de FA, EI HR para el polimorfismo I/D fue de 2,17
(1C95% 1,15 - 4,09) p =0,017 y para el grosor maximo fue de 1,07 (1C95% 1,01 - 1,15)
p =0,032.

El polimorfismo -1903 A>G y la presencia de obstruccion fueron las variables
asociadas a la supervivencia libre de NYHA Il1I-1V. ElI HR para el polimorfismo -
1903A>G fue de 4,32 (1C95% 1,88 - 9,91) p =0,001 y para la presencia de obstruccion
fue de 2,43 (1C95% 1,09 - 5,40) p =0,03.

El polimorfismo 1/D fue la Unica variable asociada con la supervivencia libre de
ACV. El HR para el polimorfismo I/D fue de 4,09 (1C95% 1,05 — 15,91) p =0,042.

El grosor méximo fue la Unica variable asociada con la supervivencia libre del
evento combinado. EI HR para el grosor maximo fue de 1,08 (1C95% 1,03 - 1,14) p
=0,003.

No hubo ninguna variable asociada a la supervivencia libre de muerte subita.

3.2.2. Haplogrupos mitocondriales

Haplotipos mitocondriales como predictores de variables ecocardiogréaficas.

El haplogrupo UK se asoci6 de forma significativa con el grosor maximo con un
OR=2,77 (1C95% 0,26 — 5,27) p = 0,030 (en presencia del sexo, HTA, edad y BSA).
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Hubo una tendencia no significativa a una asociacién entre el haplogrupo Ky grosor
indexado con un OR=2,19 (1C95% -0,17 — 4,56) p = 0,0609.

El haplogrupo K también se asocié en el limite de la significacion con el grosor
maximo con un OR (beta)=4,09 (IC95% -0,12 — 8,30) p = 0,057 (en presencia del sexo,
HTA, edad y BSA).

El haplogrupo K se asoci6 a un ratio AI/DTD menor de forma significativa con
una OR=-0,14 (1C95% (-0,29) — (-0,002)) p =0,047. La edad también se relacion6 con
este parametro ecocardiografico, (OR=0,003 (1C95% 0,001 - 0,005) p =0,003).

El haplogrupo K se asoci6 a un valor de DTD del VI ajustado (segun Henry %).
aunque esta asociacion no alcanz6 la significacion si se observd una tendencia,
(OR=8,56 (1C95% -1,03 - 18,16) p =0,08).

Ningun haplogrupo se asoci6 con la razon grosor/diametro VI.

El haplogrupo V presentaba un valor en limite de la significacion, (OR=5,63
(1C95% -0,19 — 11,45) p =0,058).

No se identificaron haplogrupo asociadas a la presencia de un determinado
patron de hipertrofia respecto de la clasificacion en asimétrico, concéntrico o apical.

Hubo una tendencia no significativa (p=0,056) para el haplogrupo V con valor
de beta alto negativo (OR=-8,01, 1C95% (-16,24) — (0,21)).

El haplogrupo J fue predictor independiente de la presencia del desarrollo de
disfuncion sistélica (como variable binaria). EI OR para el haplogrupo J fue de 6,12
(1C95% 1,18 - 31,91) p =0,031).

Asociacion con variables prondsticas

El haplogrupo HV y el haplogrupo U se asociaron significativamente con un
mayor score de riesgo, el OR para el haplogrupo HV fue de 1,73 (1C95% 0,43 - 3,02) p
=0,009, para el haplogrupo U 2,66 (1C95% 1,03 — 4,28) p =0,002. La presencia de HTA
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también se asocidé a un mayor valor del score con un OR (beta) 1,15 (IC95% 0,70 —
2,23) p =0,037).

Ninguno de los haplogrupo se relaciond con el antecedente de sincope, El
haplogrupo HV vy la edad fueron las Unicas variables asociadas a la presencia de TVNS.
El OR para el haplogrupo HV fue de 3,02 (1C95% 1,10 — 8,24) p =0,031, y para la edad
fue de 1,07 (IC95% 1,04 — 1,11) p <0,001. Esta asociacion se mantuvo tanto en
presencia como en ausencia de parametros ecocardiograficos como grosor maximo y

obstruccion en el TSVI.

El haplogrupo K y la presencia de obstruccion fueron las uUnicas variables
asociadas a la presencia de una respuesta presora anormal en la prueba de esfuerzo. El
OR para el haplogrupo K fue de 6,25 (1C95% 1,18 — 33,13) p =0,031, y para la
obstruccion fue de 3,20 (1C95% 1,21 - 8,47) p =0,0109.

Supervivencia libre de eventos

El haplogrupo V se asocio a la supervivencia libre de FA, EI HR fue de 5,1
(1C95% 1,4 - 17,7) p =0,01.

El haplogrupo V y el U se asociaron a la supervivencia libre de NYHA 111-1V. El
HR para el haplogrupo V fue de 8,9 (IC95% 2,7 — 29,3) p <0,001 y para el U fue de
2,40 (1C95% 1,0 - 5,7) p =0,05.

No hubo ningun haplogrupo mitocondrial asociado a la supervivencia libre de

muerte slbita ni del evento combinado.
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CAPITULO V. DISCUSION
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1. Discusion objetivo 1

Este estudio presenta datos de penetrancia, expresion de la enfermedad y
pronostico en una poblacion numerosa de pacientes con MCH portadores de mutaciones
causales. Este es el primer trabajo en el que se analiza el papel del género, la HTA y la
actividad fisica en el fenotipo de la MCH en una poblacién genotipada.

La MCH es una enfermedad heterogenea con una variacion importante en la
edad de aparicion, curso de la clinica y prondstico entre familias portadoras de una
misma mutacion e incluso dentro de una misma mutacion. En la literatura hay
informacién de los distintos grados de penetrancia de la enfermedad en relacion al
género (131;140). También hay estudios sobre el valor del ECG y la disfuncion
diastolica como marcadores tempranos de la enfermedad en portadores asintomaticos
(137), e incluso, datos experimentales del papel de polimorfismos del SRAA en el
desarrollo de la HVI en modelos de raton con MCH (198).

Hay una creencia general basada en datos indirectos, que la HTA se deberia
asociar con un incremento de la HVI en pacientes con MCH (199) y que el ejercicio
intenso esta asociado con un incremento en la HVI, siendo un desencadenante de

arritmias malignas y que podria ser una causa de MS en la MCH (200-202).

El diagndstico de la MCH se incluye en las actuales guias clinicas como causa
de suspension de deportes de competicion (139;144;203;204). Los autores de estos
documentos exponen esta recomendacién, que se extiende a portadores asintomaticos,
esta basada en la hipétesis de que el ejercicio de entrenamiento regular y los deportes de
competicién podrian jugar un papel en el desarrollo de mecanismos celulares que dan
lugar al fenotipo de la MCH (como hipertrofia ventricular izquierda) en presencia de
una predisposicién genética. Los propios expertos que firman estos documentos
concluyen que no existen datos clinicos o experimentales que apoyen las

recomendaciones y que éstas se basan en hipétesis no confirmadas(139).

Hay poca informacion en la literatura del supuesto mal prondstico de los

pacientes con MCH que practican deporte, viniendo toda ella de informes clinicos y
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series retrospectivas (200), Sabemos de grandes series con 112,790 atletas de
competicién con un periodo de seguimiento de 21 afios,en donde se recoge la causa de
300 MS, que los atletas tienen 2,3 veces incrementada su tasa anual de MS. En este
estudio la MAVD fue 5,4 veces mas prevalente en el grupo de atletas frente al grupo de
no atletas. Esta relacion, en este estudio, fue paraddjicamente opuesta para la MCH, con

una prevalencia 5 veces superior entre los no atletas que murieron stbitamente.

Sexo

En concordancia con los estudios previos (138;140-142;204-207), hemos
encontrado que el género masculino esta asociado con un diagnostico mas temprano de
MCH. Los hombres comparados con las mujeres de nuestra serie se diagnosticaron mas
de una década mas precoz. Las posibles explicaciones para este hallazgo consistente se
podrian encontrar en el papel de los estrogenos en el desarrollo de la hipertrofia.

La activacion del receptor de estrégenos podria modular la sefializacién de la
hipertrofia en mujeres, Se ha demostrado que el tratamiento con estrégenos reduce la
hipertrofia del miocardio en modelos animales (141;142;208).

Una vez que el fenotipo se ha desarrollado, las mujeres se comportaron de forma
similar a los hombres, exhibiendo un grado de MCH (indexada) y obstruccion similar o
incluso sintomaticamente mas limitadas. No encontramos diferencias en la
supervivencia libre de complicaciones cardiacas como FA y ACV entre géneros,
Comparado con las mujeres y en contraste con muchos hallazgos en la literatura previa,
los hombres tenian un incremento significativo de mortalidad por MS en nuestra serie.
Esta asociacion entre genero y MS, ya ha sido descrita por nuestro grupo en articulos
previos (209) estar esto relacionado con la predominancia de la mutacion
(IVS23+1G>A) encontrada en nuestra region.

Hipertension

Una de las principales aportaciones del presente estudio ha sido analizar el papel
de la HTA en la expresion fenotipica de la MCH en una poblacion de pacientes
genotipados. Contrariamente a lo que se esperaba, los individuos hipertensos tenian un
diagndstico de la MCH mas tardio con respecto a los normotensos. El retraso en el

diagndstico de los pacientes hipertensos llego a ser de mas de una década. Es dificil de
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explicar este hallazgo y probablemente esté relacionado con la metodologia del estudio.
Unicamente la edad a la que se diagnostica y no la edad a la que se desarrolla la
enfermedad estuvo disponible para el analisis. Los signos en el ECG o la demostracion
de HVI en un ecocardiograma en pacientes con HTA son a menudo atribuidos a la
HTA, incluso cuando hay una historia familiar de MCH, Ademas de esta explicacion, se
podria hipotetizar que el tratamiento médico administrado a los pacientes con HTA,
frecuentemente consistente en blogueadores del SRAA o calcioantagonistas, podria
prevenir o retrasar el curso del fenotipo de la MCH. Existe alguna experiencia inicial en
este sentido en la literatura. Recientemente se han publicado los resultados del un
ensayo clinico en portadores genéticos con diltiazem. EI tratamiento con este
antagonista del calcio a dosis altas durante un periodo de tiempo de 2 afios, no tenia un
impacto sobre el desarrollo de la HVI pero si actuaba sobre el remodelado ventricular,
Concretamente los portadores genéticos de mutaciones en MYBPC3 y no los portadores
de MYH7 mantenian un tamafio ventricular normal. Los pacientes tratados con placebo
presentaban una reduccién del volumen ventricular con un aumento de la ratio

grosor/diametro VI.

A pesar de que los pacientes con MCH e HTA tienen una Al significativamente
mas dilatada que los normotensos en nuestra serie, no pudimos demostrar una

asociacién con el prondstico en general ni con la FA o ACV en particular.

Actividad fisica

Un estudio reciente ha demostrado una asociacion significativa entre ejercicio y
pacientes con mutaciones desmosomales tanto en la penetrancia de la MAVD como en
las complicaciones arritmicas (210). Los portadores no afectados que realizaban un
ejercicio intenso aumentaban el riesgo de desarrollar la enfermedad. El riesgo de
aparicion de la enfermedad era proporcional a la intensidad y duracion del deporte. Los
pacientes que continuaron realizando ejercicio intenso tras haberles informado del
estado de portador experimentaban un mayor riesgo de taquicardia ventricular (TV) y
fibrilacion ventricular (FV) comparado con los mas sedentarios (75% vs, 10%).

La observacion de que el ejercicio intenso podria desencadenar el desarrollo de
la enfermedad parece ser también cierto par la MCH. En nuestra serie, hemos
encontrado que entre los portadores de mutaciones sarcoméricas, aquellos grupos de
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ejercicio méas intenso se diagnosticaron de MCH 14 afios mésprecozmente que los
portadores sedentarios.

Una vez que la enfermedad se desarrolla, los pacientes con MCH que realizan
ejercicio en los grupos de mayor intensidad parecen desarrollar un grado de hipertrofia
similar. Es interesante resaltar que en el andlisis multivariante, ni el género, ni la HTA
ni la intensidad del ejercicio eran predictores de la HVI en nuestra serie. En contra de lo
esperable, tampoco se encontraron diferencias en las dimensiones del VI y Al entre el
grupo de pacientes con MCH que realizaban ejercicio y el grupo de sedentarios. En
estos, la MCH podria prevenir el remodelado propio del corazén de atleta, El ejercicio
parece tener mas impacto en el tamafio del ventriculo derecho (VD) en individuos
normales y en portadores de mutaciones desmosomales que el que tiene sobre el VI en
los pacientes con MCH (211). Respecto a la penetrancia, por el contrario, las tres
variables analizadas en este objetivo (género, HTA y actividad fisica) estaban
significativamente asociadas con la edad de diagndstico de la MCH.

Los pacientes con MCH que realizan un ejercicio mas intenso tienen una
supervivencia similar a eventos como FA, ACV, NYHA 11I-1V y MS. En conclusion,
basado en nuestro estudio, el ejercicio fisico tiene un papel en la edad del diagndstico
pero no en la expresion de la enfermedad y en particular, no parece tener un impacto
importante en el prondstico. Son necesarios mas estudios con un nimero superior de
pacientes y tiempos de seguimiento para dar una explicacion definitiva a estos
hallazgos.

2. Discusion objetivo 2

La frecuencia de los alelos pro-HVI no estuvo sobrerrepresentada entre nuestra
poblacion de estudio, solamente hemos encontrado una frecuencia mas alta del alelo C
en el polimorfismo p,M235T (45%) en nuestra poblacion comparado con controles
sanos (36%). Esto podria representar una predisposicién a desarrollar MCH entre
individuos con este alelo, aunque con p=0,06 solo se observd una tendencia. El cambio
de T>C en p,M235T se ha asociado con un mayor riesgo en determinadas enfermedades
cardiovasculares, incluida una mayor predisposicion de desarrollar HTA. Algunos
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autores encontraron una asociacion significativa entre este alelo y la HVI

independientemente de la presion sanguinea.

Resumen global de los resultados del estudio multivariado,

En el estudio multivariado se observa una tendencia a que los polimorfismos

considerados pro-HVI estén modulando parametros ecocardiograficos de morfologia

cardiaca mas que de prondstico de la enfermedad.

En la bibliografia, la mayoria de los estudios publicados, como es el caso de

Ortlepp JR y Meghan J, Perkins se centran en la influencia de los polimorfismos del

SRAA en el fenotipo de la MCH basandose basicamente en el grosor de la pared del VI

(19). Sin embargo, no existen estudios que analicen el papel de los polimorfismos pro-

HVI con el pronostico de la enfermedad en la MCH.

Tabla 19. Estudios previos de correlacion entre variables clinicas y polimorfismos del SRAA

Trabajos previos | Corvol P Karja\ljlalnen Ortlepp JR | Meghan JP | Pilbrow AP | Coto E | Kolder I KOZhKX{}' O N;Jee;g'a
Pais Francia Finlandia Sﬁligg EEUU EEUU Espafia | Holanda Rusia
Ao publicacion 1997 1999 2002 2005 2007 2010 2012 2014 2015
N 80 26 389 451 245 368 58 156
Caracteristicas . Atletas con - Insuficiencia | Probando Probandos Probandos y Probandos
blacié Review HVI 1 familia Probandos cardiaca S Y familiares familiares
[CogI familiares Y
Dlagrqutlco X X X X X
Genético
p.M235T
p.M235T p.M235T M235T FE"(';":% * | p.M235T p.T174M
Polimorfismos p.M235T ECA | ECAAGTR, |ECAAGTR1 |p.T174M pE.CA AGTR1 p.T174M AGTR1 | ECA
SRAA AGTR1 CPYP11B2 CPYP11B2 p.M235T AGTR1 CPYP11B CPYP11B2 AGTR1
CMA1 CMA1l 2 CMA1l CPYP11B2
CMALl CMAL
HTA X X X X X X
o X X X
diagnostico
Sintomas X X X
Sincope X X
Masa VI X X
Cliess X X X X X
maximo
IGRVI X
Obstruccion X X
DTD X X
Al X
Disf. Sistolica X X
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Disf.
Diastélica

HFMS

X

Penetrancia

FA

TVNS

Score pro-HVI

FEVI

Supervivencia

Riesgo de MS

X | X[ X|X|X]|X

Sistema RAAS y morfologia cardiaca.

El polimorfismo infrecuente C>T (p,T174M) en el gen del AGT, se asocio
significativamente a un mayor grosor ventricular, tanto cuando se presenta en
homocigosis como en heterocigosis, y a un mayor diametro telediastlico del VI.
Aunque muy pocos estudio incluyen el analisis de este polimorfismo, este hallazgo esta
en consonancia con un estudio previo en el que este alelo era predictor del desarrollo de
hipertrofia cardiaca en una serie de pacientes con HTA (no MCH). Pilbrow AP, et al
(212) por otro lado encontré aunque no en una poblacién de hipertréficos sino en una
poblacion de pacientes con fallo cardiaco, que tener el polimorfismo en heterocigosis u
homocigosis aumentaba el riesgo de fallo cardiaco basandose en medidas de masa del
VI (ellos no miden grosor ventricular) asociando el alelo T, con una mortalidad
incrementada en este tipo de pacientes. A pesar de ello, estos individuos tenian una
buena funcién sistolica y una FEVI alta. Este polimorfismo también se ha asociado a
infarto de miocardio e HVI en un otro estudio previo(213).

El polimorfismo -1903A>G en el gen CMAL1 en homocigosis (-1903AA) resulto
estar relacionado significativamente con un fenotipo particular caracterizado por un VI
mas dilatado, con mayor prevalencia de disfuncion sistélica (fraccion de acortamiento y
binaria), menos frecuencia de septo reverse y una menor proporcion de obstruccion en
el TSVI. En el estudio de Kozhevnikova et al describieron una relacion entre este
polimorfismo en homocigosis y la severidad de la HVI ademéas de mayor proporcion de
angina y mayor frecuencia de extrasistolia ventricular de alto grado. En nuestro estudio
no encontramos una mayor frecuencia de TVNS en los portadores de este polimorfismo
en CMAL.

134




El polimorfismo -344C>T del CYP11B2 podria asociarse a una peor funcién
sistOlica (fraccion de acortamiento Unicamente, no binaria). En estudios de seguimiento
de predictores de disfuncion sistélica del VI en MCH previos, los pacientes que
desarrollaban disfuncion sistélica tenian un grosor de la pared del VI mayor que los
pacientes que tenian una funcion sistolica normal al inicio del seguimiento (214-216).
Sin embargo, en nuestra poblacion no hay evidencia de que este polimorfismo esté
asociado no solo con disfuncién sist6lica sino también con un fenotipo méas severo que
pueda resultar en HVI. No existen datos de la relacién de estos polimorfismos (en
concreto del -344C>T) y la progresion de la disfuncidn sist6lica en pacientes con MCH.
En estudios previos. La funcion sistdlica solo ha sido analizada en otro trabajo ademas
del nuestro por Anna P Pilbrow.

No hubo ningan polimorfismo que se asociara con la obstruccion en el TSVI,
con el diametro auricular, ni con las razones AI/DTD ni grosor/DTD. Estos datos
concuerdan con lo publicado en la bibliografia.

No hubo relacion entre el sumatorio de los genotipos pro-HVI de cada paciente
con la hipertrofia o riesgo. Esto esta en contraste con los estudios publicados (147;148).
En los estudios de Ortlepp et al, en los 26 portadores de mutacion de una sola familia, el
grado de la hipertrofia cardiaca tiene una relacion directa con la carga del genotipo pro-
HVI. En nuestro caso no tenemos familias tan numerosas como la del estudio de
Ortlepp. En cualquier caso, en nuestro estudio mas del 70% de los pacientes evaluados
comparten una de las 3 mutaciones fundadoras, por lo que el grado de homogenicidad
genético es elevado en nuestra poblacién. Destacar que uno de los polimorfismos pro-
HVI (-1903A>G) tiene una frecuencia en nuestra poblacion de estudio menor que en la
poblacion control. McLeod CJ publicd resultados de estudios histologicos donde se
evidencia que la acumulacion de polimorfismos genéticos relacionados con la MCH se
asocia con la magnitud de la hipertrofia en la MCH.

Sistema RAAS y variables prondsticas.

Van Geel PP, asocio el polimorfismo 1166C del AGTRL1 significativamente a
una mayor prevalencia de sincope, Los individuos con esta variante alélica muestran una
respuesta mayor a la angiotensina Il que aquellos con el genotipo 1166A. Su X y

Abdollahi MR. describieron dos haplotipos principales para este gen, uno definido por
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marcadores en la regién promotora y el otro por los SNP’s rs5182 y rs5186 en la region
3. Por lo tanto se necesitaria una resecuenciacion del gen AGTR1 en pacientes
portadores del alelo 1166C para identificar otras variantes que pudieran estar asociadas
al desarrollo de hipertrofia cardiaca.

Otro hallazgo en el presente estudio tuvo que ver con el polimorfismo I/D de la
ECA, que se asocié a una menor supervivencia libre de FA y de ACV, Rigat B, asocio
el alelo DD de la ECA con niveles mas altos de ECA en plasma que con el genotipo 1.
La ECA posee un efecto profibrético demostrado. Los pacientes con niveles elevados de
la ECA en plasma podrian tener una mayor riesgo de desarrollar FA y como
consecuencia complicaciones tromboembdlicas. El tratamiento con inhibidores de la
ECA han demostrado a nivel tisular tener un efecto beneficioso antifibrotico. El efecto
beneficioso sobre el riesgo de FA en pacientes con HTA es indirecto y segun Ehrlich
J.R. parece estar en relacion con la reduccion de las presiones de llenado V1.

El polimorfismo CMA -1903A>G se asoci6 a una menor supervivencia libre de
NYHA I11-1V. Este hallazgo concuerda con lo publicado por Kozhevnikova MV et al.,
que relaciona este polimorfismo con NYHA II-11I.

No hubo asociacion entre los polimorfismos del sistema RAAS y la presencia de
TVNS o respuesta presora anormal. Tampoco hubo asociacion con el Score de riesgo de
MS, Solo hay un estudio publicado por Kozhevnikova MV en el que se analizan los
hallazgos arritmicos en el Holter y su relacién con la presencia de determinados
polimorfismos pro-HVI. En el trabajo de Anna P de 2014 es el Unico que analiza el
papel de los polimorfismos del SRAA en el prondstico de los pacientes con MCH, en
concreto p.T174M y p.M235T.

Nuestro estudio a diferencia de los publicados hasta la fecha, examina multiples
variables en los pacientes evaluados, incluyendo demograficas, sintomas,
ecocardiogréficas, presencia de arritmias, y predictores prondsticos. El disefio del
estudio permite ademas la realizacion de un andlisis de supervivencia (Tabla 19).

Ningun polimorfismo en el SRAA se asocid a la supervivencia libre de MS o del

evento combinado.
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Discusion objetivo 3

Una de las hipdtesis fisiopatoldgicas con mas apoyo es la que defiende que la
hipertrofia en la MCH es consecuencia de un déficit energético en el miocardiocito que
desencadenaria una cascada de factores celulares y tisulares compensadores. La
mitocondria es la organela celular mas importante en la produccion de moléculas de
carga energética como el ATP y en el equilibrio red-ox celular. Los haplogrupos
mitocondriales podrian, al menos teéricamente, tener una influencia en el desarrollo de
las diferentes caracteristicas morfoldgicas de la enfermedad, evolucion o en la tolerancia

de esta con mayor o menor prevalencia de sintomas limitantes.

La mayoria de las referencias que hay en la literatura en las que se estudien
relacion del haplogrupo mitocondrial con la MCH, comparan las frecuencias de
determinados haplogrupos mitocondriales en pacientes con MCH respecto a la
poblacion control. Los resultados que obtienen en estos trabajos nos dan informacién
acerca de la susceptibilidad a padecer la enfermedad, aquellos haplogrupos que estan
mas representados en la poblacion de pacientes seran mas susceptibles de padecer la
enfermedad que aquellos que estan menos representados en la poblacién de pacientes
que en la poblacién control.

Tabla 20. Estudios previos de correlacion entre variables clinicas y haplogrupos mitocondriales

Gallardo Hagen

Trabajos previos Garcia Castro. M ME Christian M. Nuestra serie

Pais Espafia Espafia Dinamarca

Ao publicacion 2006 2012 2013 2015

N 130 450 91 156

ggggcct i%rristicas Probandos Probandos y familiares ~ Probandos y familiares ~ Probandos y familiares

P x x
Haplogrupos H,V,U,K.J, T,I,W,X H,U,UKJ,T,HV,O H,V,U,KJ, T,LW,X,HV H,V,U,KJ, T,HV
HTA X X
Edad diagnostico X
Sintomas X X
Sincope X
Masa VI X
Grosor maximo X X X
IGRVI X
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Obstruccién

DTD

Al X

Disf. Sistolica X

Disf. diastolica

HFMS X X

FA

TVNS

FEVI

Supervivencia

Riesgo de MS

XIX|X|X[X|X|X|X|X]|X]|X

De igual manera, no hay trabajos publicados en los que estudien las variables
clinicas tanto de morfologia cardiaca como de prondstico que nos describan el fenotipo
de los pacientes y este se pueda asociar a un determinado haplogrupo.

La frecuencia de determinados haplogrupos en nuestra poblacién de pacientes
con MCH portadores de mutacion es bastante distinta a la de los grupos control
espafioles, en particular para los haplogrupos H, K, Jy T.

Observamos que el haplogrupo J es mucho menos frecuente en nuestra
poblacion que en los dos grupos control, esto es en parte debido a la baja frecuencia del
alelo m,13708A entre nuestros pacientes (solo los pacientes que portan el alelo A en
este sitio polimdrfico pertenecen al haplogrupo J). Otra diferencia es la
sobrerrepresentacion del haplogrupo H en nuestros pacientes con MCH.

En el trabajo presentado por Christian M, Hagen en 2013 observaron el mismo
hallazgo, el haplogrupo H era el mas frecuente en la poblacion de pacientes con MCH
comparado con los controles y el haplogrupo J, en cambio, era mas prevalente en los
controles. Por lo tanto, podemos decir que el haplogrupo H parece ser un factor de
susceptibidad para el desarrollo de la enfermedad y que el haplogrupo J seria un factor
protector. En cuanto al grupo de Gallardo ME., observan igualmente que su poblacion
de pacientes (en este caso trasplantados) tenia una sobrerrepresentacién del haplogrupo
H comparado con los controles, hecho que no ocurria en la poblacién de Garcia-Castro
M.
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Cuando comparamos la frecuencia del haplogrupo V con el grupo control de
Asturias no encontramos diferencias significativas, por lo tanto, puesto que el
haplogrupo H y V son cercanos evolutivamente, podemos concluir que el polimorfismo
m.7028C>T es el responsable del efecto de susceptibilidad.

En nuestra poblacion de estudio, el nimero de pacientes pertenecientes al
haplogrupo K fue mayor que en la poblacion control de Madrid, al contrario que el
haplogrupo T que se presentdé con una frecuencia menor respecto a esta poblacion

control.

La prevalencia de los haplogrupos mitocondriales ha sido evaluada en otras
enfermedades donde la mitocondria podria estar jugando un papel relevante. El
haplogrupo J se ha asociado con un menor riesgo de desarrollo de enfermedad de
Parkinson comparado con el H, que es el haplogrupo més frecuente segunVan der Walt
JM, y Van der Walt JM, Igualmente, el haplogrupo U se ha asociado significativamente
a un mayor riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer comparado con el H.

En cuanto a las caracteristicas clinicas de los pacientes de cada haplogrupo
hemos observado que determinados haplogrupos se correlacionan mas con variables
ecocardiograficas de morfologia cardiaca y otras con variables que nos dan idea del
prondstico de la enfermedad y del riesgo de padecer un evento cardiaco.

Haplogrupos mitocondriales y morfologia cardiaca.

El haplotipo J se asocid de forma significativa con la presencia de disfuncién
sistOlica. Este hallazgo va en contra de lo publicado en las series clasicas, en las cuales
el haplogrupo J parece tener un efecto protector. De Benedictis et al, observaron que en
la poblacion més longeva de Italia predominaba el haplogrupo J. Concretamente en la
MCH no ha sido analizado con anterioridad la asociacion entre el haplogrupo J y la
disfuncion sistolica (esta variable no ha sido incluida en los analisis de otros grupos). En
el trabajo de Gallardo en pacientes con MCD que precisaron trasplante cardiaco el

haplogrupo J no tuvo diferencias en su frecuencia con la poblacién control.

De igual modo, el haplogrupo K y el UK podrian asociarse con un mayor grosor
ventricular (tendencia no significativa), hecho que discrepa de los estudios previos,
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donde describen al haplogrupo J y UK como posibles protectores del desarrollo de la
MCH.

En nuestra poblacién no hubo ningun haplotipo que se asociara en multivariado con
otros parametros ecocardiograficos analizados (obstruccion, DTD, Al, AI/DTD,
grosor/DTD).

Haplogrupos mitocondriales y variables pronoésticas.

Al igual que no conocemos hasta hoy trabajos que estudien la relacion de los
polimorfismos del SRAA con el prondstico de la enfermedad, con los haplogrupos
mitocondriales ocurre lo mismo, los pocos trabajos que han analizado las asociaciones
entre el haplogrupo mitocondrial con fenotipo de la MCH, lo hacen en base al grosor de
la pared del VI pero no existen trabajos sobre su relacion con el pronostico de la
enfermedad.

El haplogrupo HV se asoci6 a una mayor frecuencia de TVNS, pero en ningun otro
trabajo se estudia esta variable con respecto al haplogrupo. El haplogrupo K se asoci6 a
una mayor frecuencia de respuesta presora anormal. No hubo asociacion entre el

haplotipo mitocondrial y la presencia de sincope.

Los resultados de nuestro estudio demuestran que el haplogrupo V es un marcador
prondstico porgue se asocid a una menor supervivencia libre de FA. Los haplogrupos V
y el U se asociaron a una menor supervivencia libre de NYHA [11-1V.

En nuestro estudio, los haplogrupos HV y U se asociaron en el multivariado a un
mayor score de riesgo de MS (perfil de riesgo de MS). Ningun haplogrupos se asocié a
la supervivencia libre de MS o del evento combinado, quiza en relacion con el reducido

ndimero de eventos.

Genotipo y morfologia cardiaca.

La presencia del genotipo MYBPC3 se asocid en el multivariado de forma significativa
a una mayor prevalencia de disfuncion sistélica (fraccién de acortamiento) aunque no se

asocio a la variable binaria (disfuncion sistolica).
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La presencia del genotipo MYBPC3 comparado con el genotipo MYH7 se asoci6 a una
mayor frecuencia de septo reverse. Paraddjicamente, los pacientes con genotipo

MY BPC3 tenian menos prevalencia de obstruccion en TSVI.
Genotipo y variables pronosticas.

La presencia de cualquiera de los dos genotipos, MYHBPC3 o MYH7 no se asocid
significativamente a ninguna de las variables pronosticas, score de riesgo, ni tuvo

influencia en los analisis de supervivencia.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES
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1. Los hombres y los deportistas portadores de mutaciones sarcoméricas asociadas a
miocardiopatia hipertréfica son diagnosticados mas precozmente que las mujeres y sus

parientes que llevan una vida sedentaria.

2. Los portadores genéticos de mutaciones sarcomericas que son hipertensos tienen un

diagndstico mas tardio de la enfermedad.

3. Ni el sexo, ni la presencia de hipertensién arterial ni la intensidad de ejercicio fisico
se asocian a una mayor severidad de la hipertrofia en portadores genéticos de
mutaciones asociadas a miocardiopatia hipertréfica.

4. El sexo varon, pero no la hipertension arterial ni la intensidad del ejercicio fisico se

relacionan con el pronostico.

5. La presencia de un polimorfismo infrecuente, el AGT T174M, se asocid
significativamente a un mayor grosor ventricular, tanto cuando se presenta en

homocigosis como en heterocigosis.

6. El polimorfismo CMA en homocigosis resultd estar relacionado significativamente
con un fenotipo particular caracterizado por disfuncién sistdlica, dilatacion ventricular
izquierda, e insuficiencia cardiaca, y consecuentemente menor frecuencia de

obstruccion en el tracto de salida ventricular izquierdo.

7. El polimorfismo ECA en homocigosis se asocia a una menor supervivencia libre de
FAyde ACV.

8. El haplotipo infrecuente J se asocia con la presencia de disfuncion sistolica.
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9. El haplotipo frecuente HV se asocia a una mayor frecuencia de taquicardia

ventricular no sostenida.

10. Los haplotipos HV y U se asocian a un mayor score de riesgo de muerte subita.

11. El haplotipo V se asoci6 a una menor supervivencia libre de fibrilacion auricular y

disnea limitante. El haplotipos U también se asocia a un mayor riesgo del desarrollo de
disnea.
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