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INTRODUCCION

La miocardiopatia hipertréfica (MCH) es la mas comun de las enfermedades
cardiovasculares genéticas. Presenta un patron de herencia autosémica dominante con
una penetrancia y expresividad variables (1,2). Esta patologia presenta una alta
prevalencia: se estima que afecta a 1 de cada 500 personas. Macroscépicamente se
define por la presencia de hipertrofia miocardica en ausencia de una causa suficiente
que justifique el grado de hipertrofia (3-5). A nivel microscépico se caracteriza por
hipertrofia de los miocitos, desorganizacién de las fibras miocardicas, fibrosis y
alteraciones de los vasos miocardicos (6). Y a nivel molecular se objetiva mutaciones
en genes que codifican proteinas relacionadas con el sarcomero (7-9). La MCH es una
enfermedad cardiaca compleja con una gran heterogeneidad morfoldgica,

fisiopatoldgica y clinica (10).

1.1 CONTEXTO HISTORICO

Las primeras descripciones de la apariencia clasica de hipertrofia asimétrica del
septo interventricular las realizaron a finales del siglo XIX dos anatomopatblogos
franceses. En 1869, Henri Liouville, describio el caso clinico de una mujer de 75 afios
con sintomas de insuficiencia cardiaca y un soplo inusual. En la autopsia se encontro
un corazon endurecido y rigido, con 4 cm de grosor de la pared ventricular, misculos
papilares grandes y un anillo 1 cm por debajo de la valvula aértica (11). Ese mismo afio,
Francois Hallopeau describié el caso de un hombre de 69 afios con palpitaciones,
mareos y disnea, en el que se detectaba un pulso irregular y un soplo inusual. El
paciente fallecié subitamente. En la autopsia se apreciaba un protrusion muscular en el
tracto de salida del ventriculo izquierdo y un velo anterior mitral severamente

esclerosado y retraido (12).
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La primera descripcién de la obstruccién funcional del ventriculo izquierdo se
atribuye a Russel Claude Brock, cirujano del Guy’s Hospital de Londres, quien en 1957
publicé el caso de una mujer de 58 afios que desarroll6 disnea, angina y sincope en la
edad media de la vida. Presentaba signos de estenosis adrtica severa y un
electrocardiograma de sobrecarga del ventriculo izquierdo. Durante la intervencion
quirdrgica se objetivaron unos gradientes severos, con una valvula aértica normal y una

estenosis subvalvular (13).

Un afio después, Donald Teare, patdlogo forense del St George’s Hospital de
Londres, en una Unica comunicacion describié la mayoria de las caracteristicas clave
de esta enfermedad. Describié ocho casos de hipertrofia asimétrica en adultos jovenes,
de los que siete murieron subitamente. Entre las manifestaciones clinicas presentaban
palpitaciones, mareos y sincopes. En cinco de ellos habia evidencias de insuficiencia
cardiaca. Y a nivel anatomopatolégico presentaban haces musculares en orientaciones
diferentes, separados por tejido conjuntivo. Ademas, propuso un patron familiar, al
presentar un hermano de uno de los casos una muerte subita y unos hallazgos

anatomopatoldgicos similares a los de su hermana (14).

Entre 1958 y 1968 los trabajos de Eugene Braundwald y Andrew Glenn Morrow
permitieron constituir esta miocardiopatia como una entidad clinica Unica. Este trabajo
culmino con la publicacion de un namero monografico en Circulation de mas de 200
paginas sobre esta entidad, donde se describia la enfermedad en un grupo de 64

pacientes (15) y su manejo farmacoldgico y quirdrgico (16).

Cuando esta patologia centré el interés de la comunidad cientifica a partir de los

afos 50, se propusieron distintas potenciales etiologias, como tumores benignos,
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exceso de activacidn catecolaminérgica, trastornos del desarrollo de la cresta neural y

procesos inmunoldgicos (17).

Existia evidencia de la agregacion familiar de la MCH en la primera descripcion
moderna de la enfermedad (14). Sin embargo, la base genética no fue demostrada hasta
1989 con el estudio de una familia francocanadiense de mas de 100 miembros. Habia
centrado el interés de la comunidad cientifica por una alta incidencia de MS. Tal era ésta
que los lugarefios la denominaban la “maldicion de Coaticook” (18). El estudio de
ligamiento permitié identificar la asociacion de un locus en el cromosoma 1491 con la
MCH (19). Y poco después se identifico el gen responsable, MYH7, que codifica la

cadena pesada de la 3 miosina (20).

El conocimiento sobre esta patologia continué creciendo. La necesidad de
extender este conocimiento a la practica clinica en una patologia tan prevalente llevo a
la redaccién de un documento de consenso. Este fue publicado en 2003 por sociedades
cientificas a ambos lados del atlantico y estaba centrada en el manejo de esta patologia
(3). Posteriormente, ha sido revisada, aunque ahora por separado, en 2011 por las

Sociedades Americanas (4) y en 2014 por la Sociedad Europea de Cardiologia (5).

1.2 EPIDEMIOLOGIA E HISTORIA NATURAL

La prevalencia de MCH ha sido documentada en distintos paises y grupos
étnicos. Inicialmente fue estimada a partir de datos de grupos seleccionados como
pacientes remitidos a unidades de cardiologia, estudios de autopsias o datos
hospitalarios sobre altas y mortalidad. Pocos estudios han examinado la prevalencia de

la MCH en la poblacion general para evitar los sesgos que se pudieran introducir en
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grupos tan seleccionados. Ademas han utilizado diferentes métodos y criterios
diagnosticos. Aun asi, la mayoria de estos estudios apuntan a una prevalencia en
poblacién general cercana a uno de cada 500 (200/100.000) adultos en diferentes

grupos étnicos.

En un estudio epidemiolégico de la poblacién del Condado de Olmsted,
Minnesota, empleando una base de datos que recogia los datos de todas las atenciones
sanitarias de esa poblacion en el periodo de 1975 a 1984 obtuvieron una prevalencia de
19,7/100.000 (21). Como reconocian los propios autores en el articulo original estos
datos estan basados principalmente en pacientes sintomaticos que acudian a recibir
atencién sanitaria. En 1995 BJ Maron et al. publicaron datos procedentes del estudio
CARDIA (22) disefiado para observar prospectivamente el efecto del estilo de vida y
otras variables en los factores de riesgo coronario en personas jovenes (23-35 afios)
contactadas al azar en 4 poblaciones urbanas de Estados Unidos entre 1987 y 1988.
Revisando los datos ecocardiograficos y clinicos del ensayo de 4111 ciudadanos no
emparentados, encontraron una prevalencia de MCH del 0,17% (170/100.000) (23). En
1987, Hada et al. en base a un cribado ecocardiografico en 12841 trabajadores
japoneses, mostraron una prevalencia de 170/100.000 (24). En 2004 se publicaron los
datos de un estudio epidemiologico de base poblacional realizado en China. En este
estudio se seleccion6 al azar, estratificando por sexo y edad, en diferentes localidades.
Incluyé 8080 ciudadanos y mostr6é una prevalencia del 0,16% (160/100.000) (25). Ese
mismo afio, BJ Maron publicé datos de una cohorte de 13 comunidades tribales de
indios americanos del estudio Strong Heart Study (26) cuya finalidad era el estudio de
la prevalencia, la incidencia y los factores de riesgo de la enfermedad cardiovascular.
Se incluy6 a 3501 sujetos con edades comprendidas entre 51 y 70 afilos y mostré una

prevalencia del 0,23% (230/100.000) (27).
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Estos estudios fueron realizados entre 10 y 20 afios en el pasado y estaban
basados en la ecocardiografia. En este tiempo el conocimiento de esta patologia ha ido
progresando. Ha dejado de ser una enfermedad rara e intratable para tener una
visibilidad mayor. Esto ha traido de la mano una mayor experiencia clinica, un mejor
conocimiento de su sustrato molecular y genético, unas técnicas de imagen mas
precisas y programas de cribado familiares que a la postre pueden permitir diagnosticar
casos que antes quedaban ocultos. De hecho, en 2012 Seidman et al. obtuvieron una
presencia de mutaciones patogénicas en 8 genes sarcoméricos del 0,6% en 3600
individuos procedentes de las cohortes del Framingham Heart Study y del Jackson Heart
Study (28). Asi se afiadiria a la prevalencia de MCH un grupo de pacientes con genotipo
positivo y fenotipo negativo y otro con minima expresion fenotipica sélo detectable con
las actuales técnicas de imagen que requerirdn su propio manejo clinico y que en

conjunto establecerian la prevalencia de MCH en uno de cada 200 adultos.

La hipertrofia ventricular se desarrolla en los periodos de rapido crecimiento, en
algunos casos durante el primer afio de vida, pero en general se produce durante la
adolescencia (29). Sin embargo, es una patologia con el potencial de presentarse en

cualquier etapa de la vida (30).

Las mujeres parecen estar infradiagnosticadas, ser mas mayores, presentar
sintomas mas severos, mayor obstruccion del tracto de salida del ventriculo izquierdo y
mostrar una mayor riesgo de progresiéon a insuficiencia cardiaca y muerte sin mayor

riesgo de muerte subita (MS) (31,32).

En un primer momento se considerd que la MCH tenia muy mal prondstico con
una mortalidad en torno al 5% anual (33), probablemente derivado de una sesgo debido

a la referencia de casos a centros especializados donde los pacientes poco sintomaticos
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0 ancianos estaban muy poco representados. Estudios mas recientes de pacientes de
edad media muestran una mortalidad en torno al 0,5-1% anual, similar a la poblacién
general (34,35). Esta dramatica reduccion es debido en parte al manejo sistematico que

se est4 alcanzando (farmacos, cirugia, dispositivos) en esta patologia.

La enfermedad tiene un curso clinico general mas favorable de lo que se
consideraba inicialmente. Muchos pacientes consiguen alcanzar una expectativa de
vida normal, con escasa 0 ninguna limitacién y sin necesidad de intervenciones
terapéuticas importantes. Sin embargo, existen subgrupos de pacientes que importantes
complicaciones por la enfermedad y muerte prematura. Entre estos subgrupos
encontramos a los que presentan una muerte subita inesperada, sintomas progresivos
de insuficiencia cardiaca, disfuncion sistdlica y remodelado ventricular acompafado de
insuficiencia cardiaca terminal y finalmente un subgrupo que padecera las

complicaciones de la fibrilacion auricular.

1.3 ETIOLOGIA

Actualmente sabemos que la MCH se hereda como un rasgo autosémico
dominante en la mayoria de casos y es causada por mutaciones en genes que caodifican
proteinas del sarcomero cardiaco o estrechamente asociadas con él (4). La primera
mutacion responsable fue identificada en el gen de la cadena pesada de la B miosina

(20) y publicada en 1990.

Desde entonces se han publicado mas de 1400 mutaciones asociadas con la

enfermedad. La mayoria de estas mutaciones afectan a los miofilamentos o a los discos
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Z del sarcomero (Tabla 1.1), lo que ha permitido describir a la MCH como una

enfermedad del sarcomero (Figura 1).

Troponin C

Figura 1: Sarcomero cardiaco y MCH. Representacion del sarcémero cardiaco mostrando la
localizacion de las proteinas afectadas por mutaciones asociadas a la MCH. Adaptado de (36).

Se identifica mutaciones consideradas patogénicas en el 50-60% de los casos
familiares y en un 30-40% de los casos esporadicos (38). La mayoria de las mutaciones
se consideran privadas, al estar limitadas a una o unas pocas familias. Ademas, estudios
de haplotipo han permitido demostrar que mutaciones que comparten familias no
relacionadas se produjeron en eventos mutacionales distintos. A pesar de que no se
crea que la MCH afecte de forma sustancial a la reproduccion, otros factores como la
muerte subita en jovenes y la aparicion temprana de comorbilidades como los
tromboembolismos, los ictus o la insuficiencia cardiaca podrian favorecer la pérdida de

estas mutaciones de la poblacién. Por otro lado, mas recientemente se ha identificado




TABLA 1.1 GENES ASOCIADOS CON MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA.
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Proteina

Miofilamentos

Cadena pesada de la [3-miosina

Proteina C de fijacion a la miosina

cardiaca

Troponina cardiaca T

Troponina cardiaca |

Cadena de la tropomiosina a1

Titina
Cadena
miosina

ligera

reguladora de

la

Cadena ligera esencial de la miosina

Actina, a1, musculo cardiaco

Troponina cardiaca C

Cadena pesada de la a-miosina

Discos Z

Proteina 3 unién dominio LIM (cypher)

Proteina 3 rica en cisteina y glicina

Actina, a2, musculo cardiaco

Teletonina
Vinculina/Metavinculina
Miozenina

Nexilina

Manejo del calcio
Phospholamban
Calsequestrina

Junctofilina 2

Gen

MYH7

MYBPC3

TNNT2
TNNI3
TPM1
TTN
MYL2
MYL3
ACTC1
TNNC1

MYH6

LBD3
CSRP3
ACTN2
TCAP
VCL
MYOZ2

NEXN

PLN
CASQ2

JPH2

Localizacion

14q11.2
11p11.2
1932.1
19q13.42
15q22.2
2031.2
12q24.11
3p21.31
15q14
3p21.1

14q11.2

10923.2
11p15.1
1043
17q12
10q22.2
4426

1p31.1

6022.31
1p13.1

20013.12

MIM gen

160760
600958
191045
191044
191010
188840
160781
160790
102540
191040

160710

605906
600824
102573
604488
193065
605602

613121

172405
114251

605267

Frecuencia

10-20%

15-30%

3-5%

<5%

<5%

<5%

<2%

1%

1%

<1%

<1%

1-5%

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

Adaptado de (5,38,39).
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algunas mutaciones que estan presentes en muchas familias no relacionadas entre ellas
con un origen comun (9). Estas mutaciones fundadoras mantenidas a través de las
sucesivas generaciones ponen de manifiesto que no todas las mutaciones tienen los
mismos efectos deletéreos. Para poder ser transmitida a la descendencia debe tener un
efecto neutro sobre la seleccién en la evolucion humana con impacto minimo o tardio

en la supervivencia de los individuos.

Las mutaciones patogénicas frecuentemente son mutaciones con sentido
errbneo o contrasentido (missense) en las que se produce el cambio en un Unico
nucleétido que origina un codén no sinénimo y da lugar a un cambio en un aminoacido
en la proteina. En otras ocasiones la mutacion da lugar a un cambio mas radical en la
proteina o al truncamiento de ésta, como las mutaciones desfase o cambio de marco
(frameshift) producidas por la inserciéon o deleccion de un niamero de nucleétidos no
multiplo de 3 en la region codificante, las mutaciones sin sentido (nonsense) que dan
lugar a la terminacion precoz de la transcripcion de la proteina o las mutaciones que
afectan a la zona de corte y empalme (splicing) del ARN mensajero. Estas mutaciones
son capaces de dar lugar a proteinas levemente modificadas, francamente acortadas o
incluso a la ausencia de la proteina (haploinsuficiencia) debido al rapido deterioro del

ARN mensajero o de la proteina en el citoplasma.

De todos los posibles genes implicados, las mutaciones en los genes MYH7 y
MYBPC3 representan mas del 70% de los casos. Mientras el resto de genes representa
en torno a 1-5% cada uno (5). No parece que pueda establecerse claras diferencias
fenotipicas (edad de presentacion, maxima hipertrofia, pronéstico) en base al gen

mutado (40).
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Existe un grupo de enfermedades poco frecuentes que afectan al metabolismo y

al depdosito miocardico que presentan HVI con un patrén y extension que imita a la MCH,

incluso con agregacion familiar. A este grupo de enfermedades se las suele denominar

“fenocopias” de MCH, si bien no es una aplicacién sensu stricto del término al no

deberse esta expresion fenotipica al efecto de factores ambientales, sino genéticos. Asi,

al realizar un estudio genético, nos encontramos con gue no portan mutaciones en

genes sarcomericos ni relacionados con éstos, sino en otras localizaciones (Tabla 1.2).

TABLA 1.2 GENES ASOCIADOS CON HIPERTROFIA CARDIACA

Proteina

Proteina quinasa activada por AMP
subunidad gamma 2

Proteina 2 asociada a la membrana
lisosomal

Galactosidasa alfa
Cuatro y medio dominios LIM 1
Transtiretina

Glucosidasa alfa

Fosfotirosina fosfatasa no receptora
tipo 11

Frataxina

Gen

PRKAG2

LAMP2

GLA

FHL1

TTR

GAA

PTPN11

FXN

Fenotipos asociados

Sd. Wolff— Parkinson—
White

Danon

Fabry

Enfermedades
relacionadas con FHL1

Amiloidosis
Pompe
Noonan

Friedreich

Transmision/
Frecuencia

Dominante/raro

Dominante/raro

Ligado al X/1 — 2%
varones

Ligado al X /raro
Dominante
Recesivo/raro
Dominante/raro

Recesivo/raro

Adaptado de (38)

La identificacién de estas “fenocopias” tiene una importancia crucial ya que

presentan patrones de herencia, histologia,

fisiopatologia, historia natural y

manifestaciones extracardiacas distintas, y en algunos casos opciones de tratamiento

distintas. Una adecuada valoracion clinica del paciente y su familia, y la valoracion

genética guiada permite identificar precozmente a estos pacientes y ofrecerles las

opciones de tratamiento y seguimiento mas adecuadas (41). En otras ocasiones, es el
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estudio genético en un paciente con HVI es el que va a poder permitir diferenciar a estos

pacientes y permitir opciones de tratamiento que influyan en su prondéstico (42).

1.4 ANATOMIA PATOLOGICA

La MCH se caracteriza (Tabla 1.3) por la presencia de hipertrofia miocérdica con
aumento de la masa y en combinacion con cavidades ventriculares pequefias 0 no
dilatadas. Las auriculas suelen estar dilatadas y generalmente hipertrofiadas. Entre los
hallazgos microscépicos destacan la hipertrofia de las fibras miocardicas y
desorganizacion de las fibras musculares (disarray). La fibrosis intersticial es importante
e incluso puede observarse &reas macroscopicas de cicatrices (Figura 2). Las
coronarias intramiocéardicas también presentan anormalidades estructurales de forma

habitual (Figura 3).

TABLA 1.3 CARACTERISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS DE LA MCH

A nivel macroscopico podemos encontrar:
Hipertrofia cardiaca (con un peso que puede superar los 500 gramos).
Hipertrofia preponderante del ventriculo izquierdo.
La hipertrofia del ventriculo izquierdo adopta distintas localizaciones.
Trabéculas y masculos papilares prominentes.
Aspecto arremolinado del miocardio.
Focos cicatriciales blanquecinos de distribucion variable (no siguen una distribucion
vascular).
Placa de fibrosis endocéardica subadrtica en la zona de contacto del velo anterior mitral
con el septo.
Dilatacion del ventriculo en fase terminal.

A nivel microscépico se caracteriza por:
Hipertrofia de los miocitos, con aumento del diametro transversal y ndcleos
hipercromaticos.
Desorganizacion de las fibras miocéardicas (disarray), que se disponen formando
angulos o adoptando aspecto arremolinado o fasciculos dispuestos
perpendicularmente.
Fibrosis intersticial
Arterias intramiocardicas con paredes engrosadas por hipertrofia y desorden de la
capa media y fibrosis intimal.
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Figura 2: Fibrosis miocéardica. Distintos grados de fibrosis intersticial en imagenes
microscopicas (x100) de muestras miocardicas de pacientes con MCH. Ay B, fibrosis
intersticial tefiida de azul con la tincién tricrdmica de Masson. C y D, fibrosis intersticial tefiida
con la tincién de rojo de Picrosirio.

Figura 3: Displasia de arteria intramural con pared engrosada y alteracion de la media.
Adaptado de (43)..
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La presencia de este disarray no es patognomoénica, lo que es caracteristico es
su amplia distribucién (44,45). Se ha sugerido que el disarray es un efecto primario
generado por las mutaciones relacionadas con el sarcomero y que la fibrosis y las
alteraciones en las arterias intramiocéardicas son fendémenos secundarios no

relacionados con el disarray (46).

1.5 FISIOPATOLOGIA

En la fisiopatologia de la MCH intervienen en distinto grado la obstruccion del

TSVI, la disfuncidn diastdlica, la disfuncion sistdlica y la isquemia miocardica.

1.5.1 Obstruccioén del TSVI

Se considera que existe obstruccion clinicamente significativa cuando el
gradiente es superior a 30 mmHg y probablemente mayor de 50 mmHg. De hecho, se
emplea este Ultimo valor para aceptar un tratamiento invasivo en un paciente sintomatico
con obstruccion (5). En torno a un 30% de los pacientes presenta en reposo una
obstruccién dindmica causada por el movimiento sistolico anterior de los velos mitrales.
Es bien conocido que pacientes sin evidencia de obstruccion en reposo pueden
desarrollarla mediante ejercicio o farmacos que disminuyan el volumen telediastélico del
ventriculo izquierdo o que aumenten su contractilidad. Esta obstruccion dindmica
muestra una variabilidad espontanea, y hasta un 35% de los pacientes considerados sin
obstruccién por ecocardiografias previas presentan obstruccién en las posteriores (47).
De modo que se estima que en torno a un 70% de los pacientes con MCH presentan

obstruccién en reposo o con ejercicio (48).
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En la inmensa mayoria de los pacientes la obstruccion se produce por el
movimiento sistélico anterior de los velos mitrales (en inglés SAM, systolic anterior
motion). Inicialmente se consideraba que era debido a que la contraccién ventricular
originaba un chorro de alta velocidad a través de un TSVI estrechado por la hipertrofia
septal que succionaba los velos mitrales hacia el septo. De modo que la valvula mitral
tenia un papel pasivo secundario al efecto Venturi que aumentaba la obstruccion. Sin
embargo, a medida que crece el conocimiento, el mecanismo que genera el SAM se
perfila mas complejo y parece resultar de la interaccién del septo interventricular, una
anatomia valvular mitral anormal y un flujo alterado en la cavidad ventricular (49). Se
habia observado como el SAM se iniciaba antes de la apertura de la valvula adrtica,
cuando el efecto Venturi debia ser minimo. Esto sugiere que la posicion de los velos
mitrales respecto al tracto de salida son los principales determinantes de la obstruccién.
En algun paciente se aprecia un desplazamiento anterior de los misculos papilares que
favorece que la zona de coaptacion esté mas anterior. Esto unido a unos velos mitrales
elongados configura a la valvula mitral cerrada como una vela a la espera de un flujo
ventricular. Este flujo incide sobre la valvula, mas que paralela a ella, con lo que es

arrastrada hacia el TSVI.

En la mayoria de los pacientes, este SAM genera una insuficiencia mitral de
grado variable con un chorro dirigido posteriormente en la Al. Si el chorro esta dirigido
central o anterior en la Al, hay que sospechar una afectacion intrinseca de la valvula.
Su identificacion y severidad puede tener importantes implicaciones a la hora de elegir

la mejor opcion terapéutica de la obstruccion.

Otra causa de obstruccion del TSVI en estos pacientes es la insercion anémala
del musculo papilar directamente en el velo anterior mitral. Su identificacion no siempre

es sencilla y tiene importantes implicaciones en la eleccién del tipo de técnica quirdrgica
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que pudiera requerir el paciente (50). En algunos casos la obstruccion se genera a nivel

medioventricular asociado a la obliteracion de la cavidad (51).

El grado de obstruccién que exhibe un paciente puede llegar a ser muy variable.

Se conoce una serie de factores moduladores que pueden afectar a esta variabilidad a

través de su efecto sobre la precarga, la postcarga y la contractilidad (Tabla 1.4).

TABLA 1.4 MODULADORES DE LA OBSTRUCCION DINAMICA DEL TSVI

Disminuyen la precarga

Frecuencia cardiaca elevada

Hipovolemia/Deshidratacion/Diuresis

Maniobra de Valsalva

Ponerse de pie

Ambiente calido

Estado postprandial

Disminuyen las postcarga

Farmacos vasodilatadores

Aumentan la contractilidad

Farmacos inotropos positivos

Aumentan la precarga

Frecuencia cardiaca disminuida

Replecion de volumen

Maniobra de Miiller

Ponerse de cuclillas

Ambiente frio

Elevacion de piernas

Aumentan la postcarga

Farmacos vasoconstrictores

Presion manual isométrica

Disminuyen la contractilidad

Farmacos inotropos negativos

Adaptado de (49)
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La obstruccion dindmica del TSVI es caracteristica de la MCH pero no
patognomonica. Puede encontrarse en estados de hipercontractilidad, hiperactividad
simpatica, reduccion de precarga, hipertrofia ventricular de otra causa, calcificaciéon del

anillo mitral a nivel posterior, transposicion de los grandes vasos e infiltracion del septo.

1.5.2 Disfuncioén diastolica

Los sintomas en pacientes con MCH no obstructiva son causados
frecuentemente por alteraciones en la funcién diastélica. En la funcion diastélica normal
encontramos una relacion presion-volumen en el ventriculo en la que aumentos
fisiol6gicos del llenado no se asocian con un aumento de la presion telediastdlica ni de
las presiones de llenado. En la MCH nos encontramos con un tiempo de relajacion
isovolumétrica aumentado, la fase de llenado rapido esta prolongada y se asocia con
una disminucion de la velocidad y del volumen de llenado, existe un incremento
compensatorio de la contraccion auricular al llenado y una presion telediastélica
aumentada. Entre las causas de esta disfuncion diastélica se encuentran la anormal
geometria ventricular, la hipertrofia de los miocitos y la desorganizacién de las
miofibrillas, la fibrosis intersticial, el metabolismo intracelular anormal del calcio y la

isquemia miocardica (52,53).

1.5.3 Disfuncion sistoélica

Los sintomas de insuficiencia cardiaca congestiva son frecuentes en los
pacientes con MCH con mediciones normales de la funcién sistélica con las técnicas

habituales (FEVI). Sin embargo, mediantes técnicas de Doppler tisular y strain se ha
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objetivado la presencia de alteraciones sistdlicas como un acortamiento longitudinal
reducido, o variaciones regionales en ésta asi como alargamiento sistélico paradéjico
(54,55). Por otro lado, la presencia de una FEVI reducida no es muy frecuente en este
colectivo (2-3%). Si bien, ésta se asocia con una mayor probabilidad de adelgazamiento
de la pared ventricular, dilatacién de la cavidad ventricular, deterioro de la capacidad
funcional (NYHA), muerte y trasplante cardiaco (56). La insuficiencia cardiaca constituye
una de las principales causas de muerte en estos pacientes, especialmente en edades
avanzadas. Entre los predictores de muerte por insuficiencia cardiaca encontramos el
tamafo de la Al, el diametro telediastdlico del VI, la presion telediastélica del VI 'y una

mala capacidad funcional en la evaluacion inicial (57,58).

1.5.4 Isquemia miocardica

Los pacientes con MCH presentan una disminucién del flujo coronario de reserva
y evidencia metabdlica de isquemia inducida por la estimulacion por marcapasos o
farmacoldgica (59). Entre los mecanismos que se han propuesto para explicar esta
isquemia se encuentran la enfermedad de pequefio vaso, una densidad capilar
disminuida, la compresion de las arterias epicardicas y un aumento de las demandas de
oxigeno. La presencia de esta isquemia se objetiva en ausencia de lesiones obstructivas
en las arterias epicéardicas. Sin embargo, hay que tener en cuenta la presencia de
comorbilidades en estos pacientes. De modo que la presencia de aterosclerosis
coronaria en estos pacientes no es infrecuente, tanto en estudios antiguos como
recientes (60—62), y que se asocia con un peor prondstico frente a los pacientes con

MCH sin estas lesiones (63).
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1.6 MANEJO CLINICO

La MCH ha dejado de ser una patologia poco frecuente y con un mal pronéstico,
para convertirse en un entidad que se presenta con creciente visibilidad no sélo en las
consultas y unidades especializadas, sino también en atencion primaria. En este
proceso han contribuido tanto el mayor conocimiento de la enfermedad por los clinicos
y el desarrollo de las técnicas diagndsticas como el interés de la sociedad general por
esta patologia y su asociacion con la MS. El desafio clinico que implica requiere tener

en consideracion una serie de tareas:

Manejo de Cribado Estratificacion
sintomas familiar del riesgo MS

Diagnostico

Figura 4: Esquema de manejo de los pacientes con MCH.

1.6.1 Diagndstico

Es el punto de partida y tiene una importancia excepcional debido a que la
primera manifestacion en un paciente asintomatico puede ser una MS. Cualquier
contacto con un paciente puede ser una oportunidad para detectar un caso y

diagnosticarlo de MCH.
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1.6.1.1 Anamnesis

Muchos pacientes con MCH permanecen asintomaticos durante toda su vida o
durante gran parte de ésta. Sin embargo, otros pacientes presentan sintomas incluso
antes de que se hagan evidentes las alteraciones electrocardiograficas o
ecocardiogréficas. Entre los pacientes sintomaticos, la disnea y la angina con el
esfuerzo, son los sintomas mas frecuentes, y habitualmente tienen una intensidad que
varia cada dia. Un grupo mas reducido de los pacientes refieren clinica de sincope o
presincope. Y otros pueden aquejar episodios de palpitaciones causados por
contracciones cardiacas sintométicas 0 ectopia ventricular. Los episodios de
palpitaciones mas prolongados se encuentran frecuentemente relacionados con

arritmias supraventriculares.

Caracteristicamente, es frecuente que los pacientes refieran que las comidas,
especialmente si son abundantes, les desencadenen o intensifiquen los sintomas y que
se vean obligados a guardar reposo durante unas horas. Esto se detecta en torno a un
tercio de los pacientes, y ademas se asocia con peor clase funcional (NYHA IlI-1V), peor
calidad de vida percibida y presincope (64). Se ha comprobado que la ingesta produce
una disminucién de las resistencias vasculares periféricas totales y un aumento de la
frecuencia cardiaca que es el responsable del aumento del gasto cardiaco en esta
situacion (65). La ingesta de alcohol también puede intensificar los sintomas. Se ha
podido comprobar por ecocardiografia como la ingesta de alcohol produce un descenso
delaTA, un aumento del SAM y un aumento del gradiente en TSVI obtenido por Doppler

(66).
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1.6.1.2 Exploracion fisica

La exploracion fisica de muchos pacientes puede ser normal. Muchos de los
signos exploratorios dependen de la presencia de obstruccion del TSVI y ésta, al ser
variable, puede dar lugar a una exploracion normal o con signos poco evidentes. A la
palpacion el impulso apical se encuentra frecuentemente desplazado a la izquierda y es
mas fuerte y difuso. El pulso venoso yugular puede mostrar una onda a prominente, que
refleja también la falta de distension del ventriculo derecho. La palpacion carotidea
puede mostrar un pulso bisferens con un rapido y enérgico ascenso inicial seguido por
una caida mesosistélica y un segundo pico. A la auscultacién, el segundo ruido puede
presentar un desdoblamiento paraddjico en ventriculos con una obstruccién significativa
que retrase el cierre de la valvula adrtica. Un 4° ruido puede estar presenta en pacientes
en ritmo sinusal, en los que la auricula eyecta sangre en un ventriculo poco distensible.
Se puede oir dos tipos de soplos. Un soplo mesosistélico en apex irradiado a axila,
producido por la insuficiencia mitral que genera el SAM. Y un soplo mesosistdlico aspero
creciente-decreciente que se aprecia mejor en el borde esternal izquierdo y simula una
estenosis adrtica, aunque habitualmente no se irradia a car6tidas. Modificando la
precarga y la postcarga (Tabla 1.4) podemos intentar diferenciar las dos entidades.
Ademas, el pulso parvus et tardus de la estenosis aértica severa puede ayudarnos en

este punto.

1.6.1.3 Pruebas complementarias
ELECTROCARDIOGRAMA

El electrocardiograma es una técnica muy accesible y barata. Un alto porcentaje

de los pacientes presenta algin tipo de anormalidad, especialmente los pacientes
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sintomaticos. Aungue estas anormalidades no son especificas. Tipicamente se puede
apreciar grandes voltajes acompafiados de amplias alteraciones de la repolarizacion.
En otras ocasiones encontramos ondas Q prominentes en cara inferior y lateral,
desviacion del eje del QRS a la izquierda, alteraciones en la onda P y una morfologia
inicial del QRS que simula una onda delta. No es infrecuente encontrar signos de
crecimiento de la Al y de afectacion biventricular. También pueden asociar trastornos de
la conduccion auriculo-ventricular con blogueos de distinto grado. Las onda T gigantes
en derivaciones precordiales medias son caracteristicas de la MCH que afecta a los
segmentos apicales y es mas frecuente en pacientes japoneses (67,68), pero dicho
patrén puede encontrarse en pacientes de raza blanca. Los amplios voltajes se
correlacionan pobremente con la magnitud de la HVI medida por ecocardiografia y no

permiten diferenciar las formas obstructivas de las no obstructivas (69).

ECOCARDIOGRAFIA

Hasta este punto con la anamnesis, la exploracion fisica y el electrocardiograma
podremos sospechar una MCH. Pero para establecer el diagnéstico es necesario
objetivar un grosor ventricular = 15 mm con una técnica de imagen (5). En familiares de
pacientes con diagnostico establecido se aceptan valores menores para asentar el
diagnéstico. Ademas, estas técnicas de imagen nos ayudan a excluir otras posibles

causas de hipertrofia ventricular, para poder establecer el diagnéstico.

La ecocardiografia es la técnica de imagen mas empleada en los pacientes con
MCH por su amplia distribucion y accesibilidad asi como por su inocuidad. Resulta
fundamental tanto para el diagndstico como para el seguimiento y ademas arroja

informacién prondstica en estos pacientes. Una de sus principales ventajas es que nos
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permite explorar el ventriculo, las valvulas y la obstruccién del TSVI durante maniobras

de provocacion (Valsalva) y durante el ejercicio.

La informacién que es capaz de proporcionar la podemos agrupar en los

siguientes apartados:

» Valoracion de la hipertrofia ventricular.
Es la caracteristica ecocardiografica cardinal. Aunque lo mas frecuente es
encontrar una afectacion de los segmentos septales, también suele afectarse la pared

lateral y el apex.

» VValoracion de la obstruccion del TSVI.

Mediante el empleo del Doppler continuo, Doppler pulsado, Doppler color
podemos obtener medidas precisas del gradiente ventricular. La presencia de un
gradiente basal = 30 mmHg se asocia de forma independiente con el desarrollo de
sintomas de insuficiencia cardiaca, con una menor supervivencia global y una mayor
incidencia de MS (70,71). Ademas, en pacientes sin gradiente basal, es importante
descartar un gradiente provocable, mediante una maniobra de Valsalva, por ejemplo.
Por otro lado, nos va a permitir objetivar el SAM mediante modo M é 2D, asi como
identificar otras alteraciones relacionadas como un gradiente medioventricular o la

insercién de un musculo papilar en el velo anterior mitral.

» Valoracién de la insuficiencia mitral.

Mediante distintas técnicas Doppler podremos identificar su presencia y valorar
su severidad teniendo en cuenta su variabilidad dependiendo de la condiciones
hemodinamicas. Ademas nos permitira sospechar una afectacion intrinseca de la

valvula ante chorros no dirigidos hacia la pared posterior.
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» Tamafio de la auricula izquierda.

Su volumen esta determinado por la presencia de disfuncion diastolica e
insuficiencia mitral por el SAM. Su dimension lineal (didmetro anterioposterior) se ha
asociado de forma independiente con el prondstico a largo plazo de estos pacientes (MS
y riesgo de tromboembolismo) (72,73). Se recomienda calcular e indexar su volumen.
Un volumen indexado >27 ml/m2 es predictivo eventos cardiovasculares (74). La
dilatacion de la Al también se relaciona con una peor clase funcional de la NYHA y con
una peor capacidad de ejercicio en la ergometria en pacientes con MCH (75). En este
mismo estudio, el volumen de la Al se correlacioné con los niveles de NT-proBNP, MMP-
2 y proteina C reactiva y por tanto con la presién intraventricular, el remodelado

intersticial y el estado inflamatorio.

» Valoracién de la funcién sistolica.

La funcién sistodlica global medida mediante la FEVI es normal o esta incluso
aumentada en muchos pacientes. Sin embargo, la deteccién de su deterioro tiene
importantes implicaciones pronosticas como se ha comentado previamente. En cuanto
a la funcion sistélica regional, mediante técnicas de Doppler tisular y speckle tracking
permiten identificar alteraciones a este nivel con mayor frecuencia (76). Aunque su

utilidad clinica no esta firmemente establecida.

» Valoracién de la funcién diastélica.

Muchos pacientes presentan disfuncién diastdlica pese a presentar 0 no
sintomas u obstruccion. En la valoracion de la funcion diastélica se aboga por una
aproximacion integral de los datos en conjunto que incluye patrones doppler, el flujo en
las venas pulmonares, la presion sistolica de la arteria pulmonar y el tamafio de la

auricula (77). Los pacientes con MCH y patrén de llenado restrictivo (E/A >2, TDE <150
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ms) presentan una mayor incidencia de efectos adversos, incluso cuando tienen la FEVI
conservada. La dilatacion de la Al también se puede considerar como un marcador de
disfuncion diastélica con importantes implicaciones pronésticas como se ha comentado
previamente. La estimacion no invasiva de las presiones de llenado mediante Doppler
correlaciona de forma modesta con las mediciones invasivas. Sin embargo, una relacion
E/e’ >12-15 se ha correlacionado de forma independiente con la capacidad de ejercicio

y el prondstico en estos pacientes (5).

RESONANCIA MAGNETICA CARDIACA

La resonancia magnética cardiaca (RMC) se ha establecido como una modalidad
de imagen no invasiva capaz de proporcionar imagenes de alta resolucién del corazén
en cualquier plano requerido y sin radiaciéon ionizante. Consta de varias técnicas que
nos proporcionan informacion sobre morfologia y funcion (cine), perfusion tisular (realce
de primer paso de contraste) y caracterizacion tisular no invasiva (realce tardio con

gadolinio, RTG).

Tras 10-20 minutos de su administracién intravenosa, el gadolinio persiste en la
matriz extracelular y se acumula en zonas de fibrosis (78) y posiblemente en menor
grado, en zona con importantes desestructuracion (79,80). Esto nos permite estudiar la

fibrosis in vivo.

El mecanismo del RTG se basa en dos hechos. Por un lado, los quelatos de
gadolinio son agentes de contraste extracelular, inertes, que no atraviesan la membrana
celular de los miocitos. Y por otro lado, el miocardio normal presenta fibras miocardicas

densamente apuestas. De forma que el miocardio normal presenta poco volumen de
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distribucion para el gadolinio y la cantidad de moléculas de éste que puede albergar es
pequefia. Esta situacion cambia en el contexto de ruptura de membranas durante un
infarto agudo de miocardio o en el caso de expansion del espacio intersticial por fibrosis

en el caso de una cicatriz en un infarto crénico (Figura 5).

Normal myocardium Acute infarction

Na N, Na N

Na Ni 9 ‘

*Na 3 G Na

Intact cell membrane Ruptured cell membrane Collagen matrix

Figura 5: Mecanismo del RTG. Adaptado de (81).

Los distintos patrones en el RTG estan demostrando una gran utilidad en la
diferenciacion entre la miocardiopatia isquémica y la no isquémica, asi como en la

identificacion de distintas etiologias en las miocardiopatias no isquémicas (Figura 6).

La correlacion histologica entre el RTG vy fibrosis en la MCH se ha llevado a cabo
de manera menos robusta que en el infarto de miocardio, pero varios estudios han
aportado evidencia. Moon et al en el estudio de un Unico corazéon explantado para
trasplante observaron una fuerte correlacion entre el RTG y la fibrosis miocardica
(colageno miocérdico) (79). En una serie de 29 pacientes a los que se les realiz6 una
miectomia, Moravsky et al demostraron una buena correlacién entre la cuantificacion

histologica de fibrosis y el RTG (81).
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Figura 6: Patrones de RTG. Adaptado de (81).

El RTG esta presente en la mayor parte de los pacientes con MCH (50-80%).
Ademas, presenta un patrén peculiar: aparece solo en las zonas hipertrofiadas, afecta
principalmente al tercio medio de la pared ventricular y lo hace de forma parcheada
(82,83). La afectacion transmural no es infrecuente (84). Y como media, afecta a un 10%
del volumen miocérdico. Ademas puede afectar al ventriculo derecho y a los musculos

papilares.
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El RTG se asocia con una peor capacidad de esfuerzo en los pacientes con MCH
(85) y con un mayor grosor ventricular (86) y cada vez se esta haciendo mas patente su
valor prondstico. De hecho, el RTG se asocia con una mayor progresion de los sintomas
de insuficiencia cardiaca, con la presencia de TV no sostenida y con una mayor
agrupacién de factores de riesgo de MS y muerte cardiovascular (83,86). Esto sugiere
que el RTG identifica un sustrato arritmogénico responsable de arritmias ventriculares
en estos pacientes. Asi, en un reciente metaanalisis que ha incluido mas de 3000
pacientes, seguidos prospectivamente durante un promedio de 3 afios, el RTG se ha
asociado de forma significativa con el riesgo de MS, la mortalidad cardiovascular y la

mortalidad por todas las causas (87).

Sin embargo, un marcador de muerte subita con una prevalencia tan alta (50-
80% de los pacientes presentan RTG) no puede ser un marcador practico de MS.
Probablemente sea mas util su extensién (Figura 7). En un estudio multicéntrico,
recientemente publicado, que incluy6 1293 pacientes, seguidos durante mas de 3 afios,

fue la extension la que se asoci6 a la MS (HR: 1,46/10% incremento de RTG). En este

Figura 7: Cuantificacién del realce tardio con gadolinio. A, imagen de RMN en eje corto del VI,
se delimita el borde epicéardico (linea verde), el borde endocardico (linea roja) y las areas de
RTG (blanco intramiocardico). B, misma imagen, procesada por un software que permite la
identificacion automatica del RTG (area rosa) y su cuantificacion respecto a la masa miocardica

total. Adaptado de (85).




INTRODUCCION

estudio, un porcentaje >15% de RTG respecto a la masa miocardica total se asociaba
con el doble de riesgo de MS en pacientes considerados de bajo riesgo con los métodos
habituales (88). Aparte de la MS, en otro estudio de pacientes con MCH y funcién
sistolica deprimida (FEVI<50%) la extension de la fibrosis, valorada por RTG, fue un
mejor predictor que la propia FEVI de eventos durante el seguimiento (muerte

cardiovascular, arritmia letal, ictus cardioembdlico e ingreso urgente) (89).

La informacién mas relevante que es capaz de proporcionar la RMC la podemos

agrupar en los siguientes apartados:

» Caracterizaciéon del fenotipo

Permite una clara delimitacion del borde epicardico y el borde endocardico sin
las limitaciones habituales de imprecision generadas por la ventana acustica de la
ecocardiografia (especialmente en la pared anterolateral). Esta medicion precisa del

grosor ventricular tiene importantes implicaciones en la identificacion del riesgo de MS.

La RMC ha permitido identificar la zona de confluencia del segmento anterior
basal y septoanterior basal como la mas frecuentemente hipertrofiada (70%). Por
ecocardiografia se consideraba al segmento septoanterior basal. La mayoria de los
pacientes presenta una afectacion difusa con hipertrofia en mas del 50% del miocardio.

Y un grupo importante (12%) presenta hipertrofia localizada en 1 6 2 segmentos (90,91).

La identificacion de aneurismas apicales se ha visto favorecida con esta técnica
ya con ecocardiografia eran dificiles de detectar (igual que la hipertrofia apical). Ademas,

estan formados principalmente por fibrosis que se extiende hacia el septo y la pared




INTRODUCCION

libre y representa un sustrato favorecedor de arritmias. Esto parece relacionarse con el
aumento del riesgo de MS y ACV que presentan estos pacientes y tiene implicacion
directa con el manejo clinico de los pacientes sobre la necesidad de implantar un DAI o

iniciar anticoagulacion (92).

La RMC ha demostrado que la elongacion de los velos mitrales es una expresion
fenotipica primaria de la enfermedad, independiente de la edad, grosor ventricular y la
presencia de obstruccién. Y ha permitido identificar anormalidades en la morfologia de

los musculos papilares como una expresion frecuentes de la enfermedad (93).

A nivel del ventriculo derecho, que habitualmente es dificil de caracterizar de
forma precisa por ecocardiografia, la presencia de alteraciones morfoldgicas, se aprecia
datos de hipertrofia (= 8mm) en un tercio de los pacientes, habitualmente en las zonas

de unidn con el septo interventricular (94).

» Identificacion de pacientes sin fenotipo patolégico evidente (Genotipo positivo

y Fenotipo negativo)

Existe un grupo de pacientes que son portadores de una mutacién asociada a la
enfermedad, se haya identificado ésta o no (porque no tengan acceso a las pruebas
genéticas o éstas mutaciones no se hayan identificado todavia) y que no muestran las
manifestaciones habituales de la enfermedad (clinicas, electrocardiograficas o
ecocardiogréficas). La RMC puede ayudar a identificar a este colectivo mediante la
identificacion de criptas miocéardicas, de elongacién de los velos mitrales y de la
presencia de RTG y mediante la medicion de la convexidad septal (95,96). Estas
alteraciones estructurales mas sutiles permiten identificar pacientes con una

expresividad menor de la enfermedad o en fases mas precoces.
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» Diagnostico diferencial

La RMC puede desempefiar un papel en el diagnéstico diferencial del paciente
con enfermedades infiltrativas y metabdlicas (amiloidosis y Fabry) por su patrén de RTG.
La mayor resolucion espacial permite identificar casos de miocardiopatia no
compactada especialmente a nivel apical. Y también puede tener utilidad en la

diferenciacion de la cardiopatia hipertensiva y del corazén de atleta.
» Cirugia

Puede desempefiar un papel importante en la valoracién preoperatoria de
algunos casos. La identificacion de anormalidades en el TSVI, los velos mitrales y el

aparato subvalvular permite planificar mejor la intervencion.

CATETERISMO CARDIACO

Se empleaba en el pasado para establecer el diagnostico pero fue desplazado
por la ecocardiografia. En la actualidad esta indicado para descartar la presencia de
aterosclerosis coronaria y en algunos casos para planear una intervenciéon quirdrgica

(insuficiencia mitral) o la ablacion septal alcohdlica.

ESTUDIO GENETICO

En la mayor parte de los casos la MCH es una enfermedad que se hereda con
un patrén autosémico dominante, por lo que se transmite al 50% de la descendencia.

Los estudios genéticos consiguen identificar una mutacién causal en el 60% de los
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casos (9). La identificacion de una mutacion causal facilita la identificacion de portadores
asintomaticos entre los familiares, el seguimiento clinico y el consejo reproductivo.
Actualmente se recomienda realizar este estudio genético para permitir un cribado
familiar en cascada. La relacion genotipo-fenotipo no esta suficientemente asentada

como para tener un gran impacto en el manejo clinico de estos pacientes.

Para poder considerar una mutacion como patogenica debe presentar alguno de
los criterios establecidos (97): a) la mutacién debe cosegregar con el fenotipo de la
enfermedad en los miembros de la familia; b) la existencia de evidencia previamente
publicada de su patogenicidad; c) la ausencia de la mutacién en amplias cohortes de
pacientes sanos; d) la estructura y funcién de la proteina debe estar francamente
alterada; y e) la mutacion afecta a una secuencia de aminoacidos altamente conservada

entre especies.

Sin embargo la aplicacién de estos criterios no es siempre sencilla y no se puede
establecer claramente la implicacion de algunas mutaciones detectadas en la patogenia
de la MCH. Asi quedan englobadas en lo que se denomina “variantes de significado
incierto” y representan un problema creciente en el manejo de estos pacientes. Es
probable que a medida que aparezca nueva informacion relevante, estas variantes

puedan ser reasignadas como patogénicas o liberadas de culpa.

1.6.2 Manejo de los sintomas

Este incluye cambios en el estilo de vida, farmacos, técnicas de reduccion septal

y manejo de la insuficiencia cardiaca.
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Los pacientes deben ser instruidos sobre su enfermedad para mitigar en lo
posible los sintomas y reducir el riesgo de MS. Deben evitar la deplecién de volumen,
especialmente en situaciones de intenso calor o enfermedades concurrentes
(gastroenteritis por ejemplo). El ejercicio fisico puede desencadenar un sincope o una
MS. Los pacientes deben evitar los deportes competitivos, excepto los de baja
intensidad. Ademas deben conocer el efecto de las comidas y la ingesta de alcohol

sobre sus sintomas.

En cuanto a las recomendaciones del tratamiento farmacoldgico,
desafortunadamente existe poca evidencia cientifica basada en ensayos clinicos (98).
Los betabloqueantes se consideran el tratamiento de eleccion en pacientes
sintomaticos, tanto en los pacientes con obstruccién como en los que no. Se acepta que
los betabloqueantes no vasodilatadores pueden tener un perfil mas beneficioso. Su
efecto en el alivio de los sintomas se media a través de una reduccion de la frecuencia
cardiaca y del inotropismo. Por los mismos efectos podemos emplear calcioantagonistas
no dihidropiridinicos (verapamilo y diltiazem) cuando los betablogueantes estan
contraindicados o no son tolerados. La disopiramida ha demostrado reducir los
gradientes en TSVI y mejorar los sintomas en pacientes con obstruccion. Se emplea en
combinacion con un betabloqueante o verapamilo. Sin embargo sus frecuentes y
limitantes efectos anticolinérgicos (sequedad de mucosas, estreflimiento, retencion
urinaria) y la prolongacion del intervalo QTc limitan su uso. Debe evitarse su uso en caso
de prostatismo o glaucoma. Los diuréticos pueden emplearse para aliviar la disnea

empleandolos con precaucién para evitar la hipovolemia.

Tras agotar las opciones farmacol6gicas para el control de los sintomas, aquellos
pacientes con gradientes = 50mmhg pueden beneficiarse de la reduccién septal

realizada mediante miectomia o mediante ablacion con alcohol.
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La miectomia consiste en una reseccién transadrtica de parte del septo
interventricular (Figura 8). Reduce de forma muy marcada el gradiente en TSVI, incluso
hasta hacerlo desaparecer, mejora la insuficiencia mitral generada por el SAM, mejora
la capacidad de ejercicio y se acompafia de una mejora dramatica de los sintomas en
la mayoria de casos. La supervivencia a largo plazo tras la intervencién es comparable
con la de la poblacién general. Se requiere un intervencion concomitante en la valvula
mitral en un 10-20% de los casos (99). Entre las principales complicaciones
encontramos la comunicacién interventricular, el bloqueo AV Yy la insuficiencia aértica.
Si bien, estas complicaciones son poco frecuentes en centros experimentados y la
mortalidad perioperatoria se encuentra en torno al 1% para la miectomia aislada y del
3-4% cuando se asocia cirugia sobre la valvula mitral. Segun los datos de grandes
cohortes, este tipo de intervencién puede llegar a ser necesario entre un 20 y un 30%

de los pacientes (34,100).

Figura 8: Miectomia. Fragmentos extraidos durante la miectomia de un paciente con MCH
obstructiva con sintomas no controlados con medicacidn oral. Cortesia del Dr. A. Montero.
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Laablacién alcohdlica consiste en instilar alcohol absoluto (1-2 ml) en una rama
septal anatdbmicamente apropiada de la arteria descendente anterior que irrigue el septo
basal en el punto de contacto con el SAM. Esto provocara un infarto que disminuira la
contractilidad y reducira el grosor en la zona. Habitualmente consigue una reduccion del
gradiente y una mejora en la capacidad de ejercicio y sintomas similar a la miectomia.
Entre las complicaciones encontramos el bloqueo AV en un 7-20% de los casos con una

mortalidad periprocedimiento similar a la miectomia aislada (101).

La estimulacion bicameral ha mostrado en pequefios estudios aleatorizados y
en estudios observacionales una reduccion en los gradientes del TSVI y mejoras en los
sintomas y capacidad de ejercicio (102). Sin embargo, otros estudios no han

demostrado este beneficio. Aun asi, la estimulacion cronica desde el apex del VI puede

Hypertrophied
saptum

Ethanol-inducad
infarction

Figura 9: Ablacién septal alcohélica. Adaptado de (101).
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ser una opcién para aquellos pacientes con sintomas refractarios al tratamiento

farmacologico que no se pueden beneficiar de medidas invasivas de reduccién septal.

Para el tratamiento de los sintomas de insuficiencia cardiaca sin obstruccion hay
que tener en cuenta la FE. Se puede emplear betabloqueantes, calciantagonistas no
dihidropiridinicos y diuréticos cuando la FS esta conservada (FE = 50%). En el caso de
que esté disminuida (FE < 50%) se emplearan betabloqueantes, IECAs, antagonistas
de los receptores de mineralcorticoides y diuréticos. En casos refractarios podra optarse
por la resincronizacion cardiaca, el empleo de dispositivos de asistencia ventricular y

trasplante cardiaco, cuando se cumplan las condiciones adecuadas.

Betabloqueantes Miectomia
Verapamilo / Diltiazem Ablacion alcohélica

Disopiramida Marcapasos
(Diuréticos) bicameral

Obstruccion

Tratamiento
sintomatico Betabloqueantes

FEVI 2 50% Verapamilo / Diltiazem
(Diuréticos)
Sin
obstruccién

IECA Trasplante cardiaco
Diuréticos Terapia de
FEVI < 50% Betablogueantes resincronizacion cardiaca
Antagonistas Dispositivo de asistencia
mineral corticoides ventricular

Figura 10: Esquema del tratamiento sintomatico de la MCH.

1.6.3 Cribado familiar

La MCH es una cardiopatia hereditaria en un alto porcentaje de casos. Esto nos
obliga a buscar a personas afectadas en el entorno familiar del paciente. Habitualmente

se incluye en el cribado a los familiares de primer orden (padres, hermanos e hijos) y se




INTRODUCCION

extiende el cribado por la familia a medida que se identifican nuevos casos. En los nifios
se recomienda realizar el cribado a partir de los 10 afios segun recomendaciones
europeas y 12 afios segln recomendaciones americanas. Este cribado incluye
anamnesis, exploracion clinica, ECG y ecocardiografia. Como la enfermedad puede
manifestarse hasta en edades avanzadas, los familiares son seguidos de forma

periddica. (103)

En nuestro medio, mediante este tipo de estudio en 282 pacientes con MCH se
ha podido identificar enfermedad familiar en un 43% de los casos, con necesidad de
intervencion médica en un 23% de los familiares afectados (104). En los ultimos afios,
el empleo de técnicas genéticas que han permitido identificar mutaciones causales, ha
supuesto un gran avance en el seguimiento de las familias afectadas, al poder identificar
pacientes portadores (aunque sin datos de enfermedad) y a pacientes no portadores
gue no precisen mas seguimientos. Y es muy probable que el porcentaje de enfermedad

familiar en estos estudios de cribado aumente.

1.6.4 Estratificacion del riesgo de muerte subita

Sin duda la MS es una de las complicaciones mas dramaticas de la enfermedad.
Habitualmente es causada por arritmias ventriculares que son tratables mediante el
implante de un desfibrilador. Debido a que es un tratamiento no exento de
complicaciones de los componentes del dispositivo y descargas inapropiadas, ademas
de su alto impacto econémico, se ha realizado un gran esfuerzo en las Ultimas décadas

para identificar a aquellos pacientes que mas se pueden beneficiar de él.
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En prevencién secundaria (MS documentada reanimada o TV sostenida
sintomética) los pacientes tienen un alto riesgo de arritmias cardiacas letales y se indica
el implante de DAI. Se ha identificado varias variables asociadas con MS en estos
pacientes que se emplean en prevencion primaria (Tabla 1.5). Las variables
convencionales se emplean de forma binaria y ante la presencia de 1 6 mas de ellas se
indica un DAI (4). Recientemente se ha desarrollado un nuevo método que nos estima
la probabilidad de MS a 5 afios (HCM Risk-SCD calculator) que emplea variables
binarias y continuas (73). Un riesgo = 6% se considera indicacién de DAI, entre 4-6%

puede considerarse y por debajo del 4% solo estd indicado cuando asocien otras

caracteristicas prondsticas desfavorables.

TABLA 1.5. VARIABLES PREDICTORAS DE MS EN MCH

Historia familiar de MS Historia familiar de MS
Sincope inexplicado Sincope inexplicado

TV no sostenida TV no sostenida

Grosor ventricular 2 30 mm Grosor ventricular (continua)

R_esp_ugsta AmEkl € kv e @ Edad en la evaluacion (continua)
ejercicio
Didmetro de la Al (continua)

Gradiente en TSVI (continua)
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1.6.5 Fibrilaciéon auricular

La fibrilacién auricular (FA) es la arritmia con trascendencia clinica mas comdn.
Su prevalencia aumenta con la edad y su complicacidon mas temida es el ictus isquémico
cardioembdlico cuyo riesgo aumenta de 5 a 6 veces (5% de eventos primarios y 12% de

eventos recurrentes, al afio) (105,106).

Muchos estudios de cohortes pequefias han mostrado a la FA como una
complicacién frecuente de la MCH y con importante efecto en eventos clinicos adversos.
Los pacientes con MCH presentan una incidencia de FA, entre el 10-40% (107-109),
siendo este porcentaje mayor a medida que avanza la edad, como en poblacién general.
Pocos estudios se han centrado en identificar factores predictores del desarrollo de FA
en estos pacientes (110-112). Su presencia confiere un mal pronéstico a estos
pacientes (111,113,114) con un aumento del riesgo de insuficiencia cardiaca, ictus,

embolismo periférico y arritmias deletéreas (115,116).

Recientemente se ha publicado un metaanalisis abordando este tema (117). En
€l se han incluido 33 estudios publicados hasta el 1 de septiembre de 2012 y aporta
datos sobre 7381 pacientes. Pese a las limitaciones que puedan suponer las diferencias
en la distribucién de edades y sexos de los estudios y que la mayoria de las cohortes
son de pequefio tamafio proporciona datos interesantes. La prevalencia de FA fue del
22,45% con una prevalencia de eventos tromboembdélicos en los pacientes con FA de
27,09%. La incidencia de FA fue del 3,08% por 100 pacientes y afio y la incidencia de
tromboembolismo del 3,75% por 100 pacientes y afio. Entre los claros predictores de
caida en FA y aparicién de un evento tromboembdlico se identificé al diametro de al Al,
el volumen de la Al y la edad. Otros posibles predictores de caida en FA identificados

fueron la obstruccién del TSVI, la duracion de la onda P >140 ms en el ECG promediado,
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las alteraciones de la repolarizacibn en el ECG convencional, las extrasistoles
ventriculares, las taquicardias supraventriculares paroxisticas, el RTG en la RMC y el
flujo de reserva coronaria anormal. Entre otros posibles predictores de eventos
tromboembdlicos se encontrd los sintomas severos de insuficiencia cardiaca, los

ingresos por insuficiencia cardiaca y el sexo masculino.

También se ha publicado en 2014 los datos de la mayor serie proveniente de un
anico centro (100). Esta serie incluye 3673 pacientes entre enero de 1975 y septiembre
de 2012 con edad media de 55+16 afios y un 45% de mujeres. La prevalencia de la FA
fue del 18%. Los pacientes con FA eran mas mayores, tenian mas enfermedad
coronaria y mas antecedentes de ictus previo. La forma no obstructiva de la MCH se
asociaba mas a la FA pese a ajustar por otros factores asociados al desarrollo de FA
como la HTA, enfermedad coronaria, grosor ventricular y medidas relacionadas con las
presiones de llenado. Los pacientes con FEVI deprimida (<50%) también tenian mas
FA. Durante una mediana de seguimiento de 4 afios fallecié el 29% de los pacientes. La
mortalidad anual fue del 4,7% global, 6,9% en pacientes con FA y del 4,4% en los
pacientes sin FA, mayor de la esperada comparada con la poblacion general en

cualquiera de los grupos.

La mortalidad relacionada con la FA en estos pacientes parece estar relacionada
con un aumento de muertes por insuficiencia cardiaca y muertes por ictus. Este efecto

parece ser independiente de los factores de riesgo tradicionales de MS (58,111).

Los datos respecto al uso de warfarina en estos pacientes son limitados.
Disponemos de datos observacionales que sugieren una menor incidencia de ictus en
pacientes tratados con warfarina frente a aspirina o placebo (111,114,118). Asi que se

recomienda anticoagular a todos los pacientes con antagonistas de la vitamina K al
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detectar la arritmia por la alta incidencia de eventos tromboembdlicos. En caso de no
conseguir una adecuada anticoagulacibn se puede optar por los nuevos

anticoagulantes.

La escala CHA;DS,-VASCc no se recomienda en estos pacientes ya que no ha
sido validada en este grupo de pacientes (5). Esta escala parece identificar bien a los
pacientes con un bajo riesgo embdlico que no se benefician de tratamiento
anticoagulante. Es posible que los pacientes con MCH por la propia miocardiopatia
tengan un mayor riesgo embolico y esta escala sea de poca utilidad. De hecho parece
no correlacionarse bien con los eventos cardioembdlicos de pacientes con MCH y en
ritmo sinusal (principalmente) en un reciente estudio que plantea una nueva escala
predictiva (72) donde los principales factores predictivos son la presencia de FA y los
eventos tromboembdlicos previos. Resulta curioso como en este estudio nila HTA ni la
DM resultaron predictores de eventos tromboembdlico, aunque hay que tener en cuenta
que su prevalencia en la cohorte fue baja. Por otro lado, la escala CHADS; si ha
mostrado ser predictiva de eventos tromboembdlicos en ritmo sinusal en poblacién

general hipertensa mayor de 65 afios (119).

Todos estos datos vienen a confirmar la importancia de buscar y tratar la FA en

este grupo de pacientes, especialmente en aquellos con una Al dilatada.

1.7 ETIOPATOGENIA

La etiopatogenia no ha sido aclarada. El como estas mutaciones dan lugar a la
hipertrofia miocéardica continua siendo un tema de estudio y debate. Se han propuesto

varias hipétesis, no necesariamente excluyentes, para explicar este proceso.
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La hipdtesis del péptido veneno parte de la base de que muchas mutaciones
identificadas son de sentido erréneo o contrasentido (missense) y afectan a la un Gnico
nucleétido y de la suposicion de que la proteina mutante resultante probablemente se
incorpore al sarcoémero donde ejercera efecto “venenoso” alterando su funcién (120). La
hipotesis de la haploinsuficiencia tiene en cuenta la existencia de mutaciones que
impediran la incorporacion de la proteina mutada al sarcomero (por la formacion de
proteinas truncadas sin funcion, con rapido deterioro citoplasmatico o incluyo la
ausencia de traducciéon del ARN mensajero) y cuya deficiencia no puede ser

compensada (121).

El mecanismo molecular que lleva a estas mutaciones a desarrollar el fenotipo
no se ha aclarado todavia. Inicialmente se propuso que estas mutaciones daban lugar
a una disminucién de la funcién contractil y esto daba lugar a una hipertrofia
compensadora (122). Sin embargo, esta hipétesis presenta algunas inconsistencias
para algunos autores. Por un lado, los estudios iniciales mostraron una reduccion en la
motilidad de las proteinas mutadas, pero estudios posteriores mas avanzados
mostraron justamente lo contrario con otras mutaciones. Por otro lado, la hipertrofia que
suelen presentar los pacientes con MCH es asimétrica, frente a la forma concéntrica
que aparece en la sobrecarga ventricular. Y finalmente, la mayoria de los pacientes
desarrollan la hipertrofia después de la pubertad y no parece progresar mucho después.
Estas observaciones no parecen poder explicarse con esta hipotesis de hipertrofia

compensatoria.

Actualmente existe una evidencia creciente que indica que las proteinas
mutadas de los miofilamentos en pacientes con MCH presentan un aumento en la
afinidad y sensibilidad al calcio y de este modo de la actividad ATPasa dependiente de

actina. Estos cambios en la sensibilidad del calcio y la alteracién de su homeostasis
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probablemente contribuyan a varios aspectos de la enfermedad mediante los efectos de
las alteraciones del manejo del calcio intracelular, de la recaptacion por el reticulo
sarcoplasmatico y de la fosforilacion de algunas proteinas (123). En este sentido el
aumento de la sensibilidad al calcio parece aumentar la probabilidad de arritmias. En
ratones transgénicos portadores de una mutacién en la troponina T la mayor
sensibilizacion al calcio se asocia con cambios en la forma del potencial de accion
ventricular, con periodos refractarios efectivos mas cortos, mayor variabilidad de la
duracién del potencial de accién latido a latido y aumento de la dispersion de la velocidad
de conduccién ventricular con frecuencias elevadas. Estos ratones presentan una gran
cantidad de arritmias ventriculares, que se asocian con el grado de sensibilidad al calcio,
y que desaparecen completamente al revertir la sensibilizacion al calcio con blebastatina

(124).

En 2003 Ashrafian et al. (125) propusieron la hipétesis de la deplecién de
energia. Esta establece que lo que subyace es un aumento de la demanda de energia
debido a una utilizacién ineficiente del ATP por el sarcomero. Como consecuencia del
aumento de la sensibilidad al calcio se produce un aumento del recambio de los puentes
cruzados de las miofibrillas y un aumento de la actividad ATPasa activada por actina.
De esta forma la mutacidén genera un alto costo energético para producir un grado de
tensién determinado. Ademas, en modelos transgénico de MCH que expresan distintas
proteinas sarcoméricas mutadas, esta alteracién del gasto energético precede al
desarrollo de la patologia cardiaca (123). En humanos con MCH se ha objetivado,
independientemente de la presencia de hipertrofia ventricular, una reduccion del 30%
de la relacion fosfocreatina/ATP, que es un marcador establecido del estado energético
celular (126). Este mayor conocimiento de la biologia molecular ha llevado a disefiar un
ensayo clinico con pacientes con MCH para modificar el estado metabdlico. En este

ensayo se ha administrado perhexilina durante 4 a 6 meses, que mediante la inhibicion
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de la carnitina pamitoyl transferasa desvia la utilizacién de acidos grasos libres hacia
carbohidratos por el miocardio. Estos pacientes sintomaticos corrigieron su estado
energético en reposo, normalizaron la disfuncion diastélica con el ejercicio y mejoraron

su capacidad de ejercicio (127).

1.8 RELACION ENTRE EL GENOTIPO Y EL FENOTIPO

En la actualidad sabemos que existe una gran variacion en la penetrancia
(porcentaje de portadores que expresan el fenotipo) y la expresividad (grado de

expresion) de la enfermedad.

En general establecer relaciones genotipo-fenotipo en este grupo de pacientes
esta resultando ser un trabajo muy complejo. Hay que tener en cuenta que el nimero
de mutaciones es muy amplio y en general quedan circunscritas a unos pocos
componentes de la familia afectada (ya que la mayoria de las mutaciones son privadas)

lo que dificulta realizar comparaciones.

Habitualmente, los pacientes en los que se identifica una mutacion sarcomeérica
frente a los que no, presentan antes la enfermedad y tienen una mayor prevalencia de
MCH familiar y de MS. Ademas suelen presentar una mayor hipertrofia, mayor grado de
disfuncion microvascular y mayor fibrosis miocardica. Por otro lado, en torno a un 5%
de los pacientes con MCH presentan mas de una mutacién, y suelen manifestar la

enfermedad antes y ésta expresarse de forma mas severa (5).

Inicialmente, algunos genes o algunas mutaciones en concreto fueron descritas

como asociadas a alta incidencia de MS (mutaciones en la TNNT2 y MYH7
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p.Arg403GIn), hipertrofia ligera (TNNT2), o expresion tardia de la enfermedad
(MYBPC3). Estudios posteriores, basados principalmente en estudio de pacientes
individuales mas que en familias, mostraron excepciones y una expresion mas
heterogénea para un gen o mutacioén determinados. Sin embargo, los estudios contintan
y datos recientes sugieren un mayor riesgo de MS entre las familias portadores de
mutaciones en TNNT2 frente a las familias portadoras de mutaciones en MYBPC3 (0,93

vs. 0,6% al afio) (38).

Sin embargo, todavia no existe actualmente suficiente evidencia para establecer
el prondstico de un paciente basandonos en la mutacion que posea, de modo que su
utilidad clinica en este sentido esté bastante limitada (5,128,129). Esta situacion actual,
que nos impide dibujar un claro fenotipo que esperar ante un genotipo determinado,
cambiard en un futuro. Probablemente los registros internacionales asi como los largos
seguimientos de cohortes con genotipo determinado nos permitan avanzar en este

campo tan necesario en la clinica habitual.

Por otro lado, toda esta variacion en la penetrancia y expresividad de la MCH no
parece explicarse sélo por la gran diversidad de mutaciones genéticas identificadas. De
hecho, es frecuente encontrar importantes variaciones entre individuos de familias
diferentes con la misma mutacion, pero incluso dentro de individuos de una misma
familia. Lo que indica que otros factores, ademas de las mutaciones en las proteinas
sarcomeéricas, ejercen alguna influencia sobre la evolucién de la enfermedad y los
eventos clinicos. Estos probables factores genéticos, epigenéticos y ambientales no han

sido bien caracterizados.

Dentro de los factores ambientales encontramos los habitos de consumo de

alcohol o en ingestas copiosas, que intensifican la sintomatologia de los pacientes con
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obstruccién. Asi un factor ambiental, socio-cultural, influye en las manifestaciones de la
enfermedad. Un estudio ecocardiografico ha mostrado los efectos de la ingesta puntual
de alcohol durante la hora siguiente. Se produjo un descenso de la TA, un aumento del
SAM y un aumento del gradiente en TSVI obtenido por Doppler (64% respecto al basal)
(66). En casos de un consumo excesivo se ha llegado a constatar la aparicion de una
disquinesia apical transitoria en pacientes con gradiente medioventricular o con
hipertrofia apical (130,131). En un tercio de los pacientes, la ingesta pone de manifiesto
o intensifica los sintomas de disnea, angina de esfuerzo y presincopes. Estos pacientes
suelen tener un gradiente basal mayor, peor clase funcional (NYHA l1I-1V), peor calidad

de vida percibida y mas presincopes (64).

Otro factor ambiental, con un efecto trascendental, es el ejercicio fisico intenso.
Su efecto es tal que la MCH es la principal causa de MS en deportistas jovenes y ésta
suele ocurrir (80%) durante el ejercicio o poco después (132). Las actuales guias de
préactica clinica desaconsejan la realizacién de deportes a nivel competitivo y la actividad

fisica intensa (5).

La presencia de comorbilidades también afecta a la evolucién de la MCH. La
HTA es una comorbilidad que se asocia con la MCH con una prevalencia importante
(20-40%) que aumenta con la edad y se asocia con una peor clase funcional en los
pacientes jovenes (133). A nivel ecocardiografico se ha observado un mayor grosor en
la pared posterior del VI respecto a pacientes con MCH sin HTA (134). Ademas la
presencia de HTA en estos pacientes se asocia con DM, enfermedad arterial coronaria
y muerte no cardiaca (135). La obesidad también ejerce un efecto modificador en este
grupo de pacientes. Asi la obesidad se asocia con mayor hipertrofia de la pared posterior
del VI y mayor masa ventricular indexada. Estos pacientes presentan una mayor

inducibilidad de gradiente subadrtico con distintas maniobras y durante el ejercicio.
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Suelen referir una peor clase funcional y ademas, esto se objetiva en la ergometria

(136).

Dentro de los factores genéticos que pueden estar involucrados en la marcada
heterogeneidad fenotipica que caracteriza a la MCH, un grupo de genes no-
sarcomeéricos se ha postulado como modificadores en la expresiéon de la MCH (137,138)
y su efecto puede tener ademas implicaciones en la evolucion clinica y prondstico de

estos pacientes.

1.9 GENES MODULADORES

Existe un creciente interés en identificar en identificar factores genéticos que
tenga un efecto relevante en la expresion de la MCH. El sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) es un candidato plausible en la modificacion de la expresion de la
hipertrofia ventricular a través de su papel regulador en la funcion cardiaca, la tensién
arterial y homeostasis hidroelectrolitica (139). Por otra parte, existen otros posibles
candidatos en otros genes no-sarcoméricos, mas alla del sistema renina-angiotensina-
aldosterona, en los que merece la pena explorar su influencia en el fenotipo de la MCH

(Tabla 1.6).




TABLA 1.6 LISTADO DE GENES MODULADORES

Angiotensindégeno

ECA

Receptor tipo | de la
angiotensina |l

Receptor tipo 2 de la
angiotensina |l

Aldosterona sintetasa

Quimasa cardiaca

Otros genes no-sarcomericos

Cadena a1 del colageno tipo |

Resistina

Receptor adrenérgico 1

Cofactor 1-a del receptor
gamma activado por el
proliferador de peroxisomas

Sintetasa de 6xido nitrico
endotelial

Calmodulina

AGT

ACE

AGTR1

AGTR2

CYP11B2

CMAl

COL1A1

RETN

ADRB1

PPARGC1A
PGC-1a

NOS3
eNOS

CALM3

106150

106180

106165

300034

124080

118938

120150

605565

109630

604517

163729

114183

Met235Thr
Met268Thr
C4072T

D/I

1166A>C

3123A>C

+1675G>A

-344C>T

-1903G>A

2046G>T

-420C>G

Arg389Gly
1165G>C

Ser49Gly

Gly482Ser
1444G>A

Thr394=
1182A>G

Asp298Glu
894T>G

-34T>A
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rs1800875

rs1800012

rs1862513

rs1801253
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rs8192678

rs2970847

rs1799983
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Figura 11: Esquema del sistema renina-angiotensina-aldosterona. (A. Rad, Creative Commons
Attribution-Share Alike 3.0 Unported license).

1.9.1.1 AGT

El angiotensinégeno es una a-2-globulina producida y liberada en la circulacion
sanguinea principalmente por el higado. En humanos esta formado por 452
aminodcidos, aunque los 12 primeros son los principales implicados en su actividad. El
gen del angiotensindgeno, AGT, se encuentra en el cromosoma 1g42.2. Se ha
identificado varias variantes y una de las mas estudiadas produce es una mutacién sin
sentido que origina una cambio de una metiona por una treonina (rs699, Met235Thr,
C4072T). Los individuos portadores de la variante con treonina presentan unos valores
de angiotensinbgeno mas elevados (140). En pacientes con MCH existen datos
controvertidos, con la asociacion con una mayor hipertrofia en poblaciones asiaticas

(141-143), donde es mas frecuente esta variante, pero no en caucasicas (144,145).
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1.9.1.2 ACE

La renina, sintetizada y almacenada en las células yuxtaglomerulares, es una
enzima que actla sobre el angiotensinbgeno para liberar la angiotensina |. Este
polipéptido de 10 aminoéacidos es rapidamente transformado, mediante la escision de
dos aminoacidos, en angiotensina Il por la enzima convertidora de angiotensina
(ECA). La ECA es una enzima unida a la membrana localizada en el endotelio vascular
con una amplia distribucion en el organismo. Su gen, ACE, se encuentra en el

cromosoma 17g23.3 y se ha identificado mas de 100 polimorfismos de su locus (146).

Sin embargo, el polimorfismo mas frecuente es la presencia (I, insercion) o la
ausencia (D, deleccién) de una secuencia repetitiva Alu de 287 pares de bases. La
actividad de ECA es mas alta en genotipos DD e intermedia en genotipos ID (147). En
un estudio transversal en el que se seleccionaba a los participantes al azar, se ha
descrito una mayor prevalencia de genotipos DD en aquellos con hipertrofia ventricular
frente a los que no (148). En pacientes con MCH se ha objetivado una mayor severidad
en la expresion de la hipertrofia ventricular, con un grosor maximo ventricular que
aumenta con el niumero de alelos D que presente el paciente (con unos 5 mm de
diferencia entre genotipos DD e Il) y ademas la HVI > 30 mm sélo se detecté en

pacientes portadores de mutaciéon MYBPC3 y genotipo para ECA DD (149,150).

1.9.1.3 AGTR1

La angiotensina Il produce la mayoria de sus acciones bioldgicas conocidas a
través su unién con el receptor tipo 1 de angiotensina Il. Esta union provocara
vasoconstriccidn, aumento de aterogénesis, inflamacién, crecimiento, proliferacion o

coagulacion, dependiendo de las condiciones locales (151). Su gen, AGTR1, se
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encuentra en el cromosoma 3924 y esta formado por al menos 5 exones, de los cuales

sOlo el ultimo da lugar a una secuencia traducida (152).

Se han identificado mas de 20 polimorfismos del gen AGTR1, pero ninguno
produce alteraciones en la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada. Su
polimorfismo mas estudiado, 1166A>C (rs5186) es un cambio de nucleétido en la region
3’ no traducida de una zona regulatoria cis que interactia con el microARN miR-155
para disminuir su sintesis. Los portadores del alelo 1166C evitan el efecto modulador
del miR-155 lo que da lugar a una mayor traduccion que dara lugar a una mayor
densidad de receptores tipo 1 de angiotensina (153). Este polimorfismo se ha asociado
con hipertension arterial esencial, infarto de miocardio y progresion de enfermedad renal
en pacientes diabéticos (154-156). En pacientes con MCH se asocia con una mayor
expresion de hipertrofia ventricular en pacientes con MCH, con mayor masa del VI
(13%), mayor grosor maximo (6,5%) y mayor extension (valorado con la escala de

Wigle) (138,150,157).

1.9.1.4 AGTR2

Existe otro receptor para la angiotensina, receptor tipo 2 de angiotensinall. Su
gen, AGTR2, se encuentra en el cromosoma Xq22-Xq23. Esta formado por 3 exones,
de los cuales también, solo el dltimo da lugar a la proteina. En modelos animales los
efectos del receptor tipo 2 parecen oponerse a los efectos de vasoconstriccion y
proliferacion ejercidos por el receptor tipo 1. Los efectos de su estimulacién en humanos
no estan bien definidos. En microarterias coronarias humanas, obtenidas de pacientes

Vivos que murieron por causas no cardiacas se ha objetivado un efecto vasodilatador
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mediado por este receptor (158). Se sabe que en corazones humanos, en condiciones

patolégicas su expresion esta regulada al alza (159,160).

Uno de los polimorfismos més estudiados de este gen afecta a una regién 3’ no
traducida del exén 3 (3123A>C, rs11091046). Este polimorfismo ha mostrado en
pacientes con MCH una disminucién de la hipertrofia ventricular proporcional al nimero
de alelos 3123C en mujeres. En hombres parece existir una interaccion con el
polimorfismo AGTR1 1166A>C. Otro de los polimorfismos de AGTR2, +1675G>A
(rs1403543), se ha asociado con indices de hipertrofia ventricular en pacientes
hipertensos. En pacientes con MCH se ha apreciado una menor hipertrofia ventricular
de 0,5 mm por cada alelo +1675A que posea el paciente (161). Estos datos sugieren
que el efecto de la angiotensina Il sobre la masa miocéardica parece ser el resultado del

equilibrio entre la estimulacién de ambos receptores con un efecto de género (162).

1.9.1.5CYP11B2

La secrecion de aldosterona esta regulada principalmente por el sistema renina-
angiotensina. Se sintetiza a partir de la deoxicorticosterona por una enzima mitrocondrial
del citocromo P450, la aldosterona sintetasa (163). La aldosterona produce
directamente hipertrofia de las células miocéardicas a través de la activacion de los
receptores de mineralcorticoides (164). Su gen, CYP11B2, se encuentra en el

cromosoma 8qg24.3 (165).

Se ha descrito varios polimorfismos en la region reguladora de la transcripcion y
en el segundo intron de CYP11B2 (166). Dos de ellos se han asociado con el tamafio y

la masa ventricular en un grupo de personas con baja prevalencia de enfermedad
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cardiovascular: -344C>T (rs1799998) y la conversion en el intrén 2 con el gen CYP11B1
(167). La posicion -344 del gen CYP11B2 esta inmediatamente adyacente a la zona de
unién del factor de transcripcion SF-1 que se piensa que posee un papel esencial en la
expresion de enzimas involucradas en la biosintesis esteroidea en la corteza adrenal
(168). El papel en la expresion de MCH de algunos de estos polimorfismos se ha
observado en varios estudios (90,138,150,169), con incrementos en el septo ventricular
de hasta un 24,4%, pero no en otros (145,170). El aumento de actividad de esta enzima
se asocia con un aumento en la produccion de aldosterona, que promueve la fibrosis
miocardica (171). La fibrosis miocéardica progresiva y la hipertrofia de las células
miocardicas podria llevar a un remodelado progresivo que explicara el mecanismo que
provoque la hipertrofia septal y aumento de masa ventricular progresivos que se observa

en estos pacientes.

1.9.1.6 CMA

La produccién de angiotensina Il en el coraz6n se debe, ademas de a la accion
de la ECA, a la accion de una proteasa denominada quimasa cardiaca. Se ha objetivado
el efecto de esta enzima en auriculas y en ventriculos, tanto en pacientes como en
individuos sin cardiopatia. Ademas, se ha podido constatar que es capaz de mediar la
formacion de angiotensina Il sin el paso previo de angiotensina | (172). Su gen, CMA,
se encuentra en el cromosoma 14q11. Se ha identificado un polimorfismo en una region
no transcrita (-1903 G>A) que se ha asociado en pacientes con MCH con mayor
expresion de la hipertrofia en algunos estudios, con una mayor masa ventricular medida
por ecocardiografia y una mayor hipertrofia celular en muestras de miectomia (138,173)

pero no en otros estudios basados en datos ecocardiograficos (174).
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1.9.2 Otros genes no-sarcomericos

1.9.2.1 COL1A1

El remodelado cardiaco juega un papel importante en la fisiopatologia y
evolucion de la MCH (175). La matriz extracelular es una estructura dinamica que
participa en el control de muchas funciones celulares y juega un papel central en la
adaptacion miocérdica al estrés mediante la facilitacion del remodelado cardiaco (176).
El incremento de la matriz extracelular produce fibrosis intersticial en virtud del aumento

de las cantidades de colageno tipo 1y lll (177).

El colageno tipo | es el mas abundante del cuerpo humano, se organiza en
fibrillas constituidas por una triple hélice formada por dos cadenas a1 y una cadena a2.
Se ha descrito que el reemplazo del coladgeno esta aumentado en la MCH, aumentando
la sintesis del colageno tipo | frente a su degradacién (178,179). Se ha observado un
aumento de entre 3 y 10 veces de la transcripcién del gen de colageno tipo | alfa en
fibroblastos activados (180,181). Su gen, COL1A1l, se encuentra en el cromosoma

17921.33.

En 1996 se identific por primera vez un polimorfismo en la region reguladora de
COL1A1 (2046G>T) en la zona de unién con el factor de transcripcién Spl que estaba
significativamente relacionado con la sintesis de colageno. Se observé cémo los
portadores del alelo 2046T tenian una densidad mineral 6sea significativamente menor
y mayor frecuencia de fracturas osteoporéticas (182). Los mismos autores, en un
interesante estudio posterior, exploraron los mecanismos moleculares que subyacian a
tales observaciones. Encontraron que el alelo 2046T tenia una mayor afinidad por el

factor de transcripcion Spl. Esto se seguia de una mayor transcripcion del gen y de una
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mayor cantidad de ARN mensajero (traduccion). Y finalmente de una mayor cantidad de
proteina colageno | tipo a1. Los individuos no portadores del polimorfismo 2046G/G
presentaban una relacion entre las proteinas a1y a2 de 2:1, sin embargo los portadores
del polimorfismo 2046G/T presentaban una relacion 2,3:1. Este exceso de cadenas a1
de alguna manera introduce alteraciones en las cualidades biofisicas de las fibrillas de
colageno (tal vez, la formacion de triples hélices formadas Unicamente por cadenas a1)
gque genera una reduccién del limite elastico, como también observaron en este estudio.
El colageno se encuentra en muchos tejidos y este polimorfismo se ha asociado con
patologia de los tejidos blandos como ruptura del ligamento cruzado, dislocacion de
hombro (183) y prolapso de 6rganos pélvicos en mujeres (184). En cuanto a la
fisiopatologia cardiovascular, se ha propuesto que puede desempefiar un papel en la
regulacién de la distensién arterial, ya que los portadores de este polimorfismo
presentan una mayor velocidad de onda de pulso arterial de forma independiente a la
edad, sexo, actividad fisica, tabaquismo, presion arterial media e historia familiar de HTA
(185). Por otro lado, podria desarrollar un papel en el infarto de miocardio, ya que el
porcentaje de portadores de este polimorfismo es menor entre los supervivientes de un

infarto agudo de miocardio respecto a controles sin cardiopatia isquémica (186).

1.9.2.2 RETN

La resistina es una proteina rica en cisteina que se expresa principalmente en
células mononucleares de sangre periférica en humanos y cuya expresién aumenta a
medida que estas células se diferencian en macréfagos. Algunos estudios han asociado
concentraciones elevadas de resistina con la resistencia a la insulina, diabetes mellitus
y enfermedad cardiovascular. Esta proteina parece participar en la patogénesis de la

arteriosclerosis promoviendo la disfuncion endotelial, la proliferacién de las células
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musculares lisas vasculares, la inflamacion arterial y la formacion de células espumosas
(187). El gen RETN codifica la resistina, se encuentra en el cromosoma 19p13.3 (188)
y se han descrito varios polimorfismos. El polimorfismo de la region promotora -420C>G
del gen RETN se asocia con concentraciones elevadas de resistina (189,190). Aunque
existe evidencia de que la resistina induce hipertrofia en cardiomiocitos neonatales y
disfuncion en cardiomiocitos adultos en ratas diabéticas (191), no se ha publicado nada

sobre su posible papel en la fisiopatologia de los pacientes con MCH.

1.9.2.3 ADRB1

El receptor adrenérgico B1 es una proteina de sefializacién que se encuentra
en las membranas celulares del corazén y otros 6rganos y que media la accion de las
catecolaminas del sistema nervioso simpatico. Esta acoplado a una subunidad de la
proteina G que activa la adenilatociclasa y se generan una serie de reacciones en
cadena que dan lugar a los distintos efectos fisioldgicos. Esta formado por 7 dominios
transmembrana, tres bucles extracelulares y tres bucles intracelulares, un dominio N-
terminal extracelular y una cola C-terminal intracelular. Su gen, ADRB1, se encuentra
en el cromosoma 10¢25.3. Su estimulacion crénica lleva a la hipertrofia miocardica y a
la insuficiencia cardiaca en ratones transgénicos que sobreexpresan ADRB1. El examen
anatomopatolégico mostré ademas, amplias areas de fibrosis intersticial, una marcada

hipertrofia de los miocitos y desorganizacion de las miofibrillas (192).

Su polimorfismo mas estudiado es el ADRB1 Arg389Gly (rs1801253, 1165G>C).
El alelo Arg389, es mas frecuente en poblacion general, presenta una actividad basal
de la adenilatociclasa ligeramente elevada, pero con una respuesta 3 veces mayor a la

estimulacion, ademas de una mayor sensibilidad a la estimulacion (193). Este
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polimorfismo afecta a una zona en la cola intracelular del séptimo dominio en una zona
donde se une con la proteina G. En humanos, este polimorfismo se asocia con un
aumento del riesgo de insuficiencia cardiaca (194) y también con una mayor respuesta
a beta-bloqueantes en pacientes con insuficiencia cardiaca (195). Las hormonas
tiroideas desempefan un importante papel en la regulacion de la expresion de ADBR1
y en la densidad de este receptor en las membranas miocardicas. De hecho, en
humanos la expresion durante la tirotoxicosis esta considerablemente aumentada y el

alelo Arg389 se ha relacionado con hipertrofia ventricular en este contexto (196).

Existe otro polimorfismo, Ser49Gly (rs1801252), que se ha asociado con la
frecuencia cardiaca en reposo en una cohorte de pacientes hipertensos de origen
asiatico. Se objetivd como la frecuencia cardiaca media era mayor a medida que
aumentaba el niUmero de alelos 49Ser que poseian los pacientes (197). Su efecto sobre

la hipertrofia miocéardica o sobre pacientes con MCH no se ha establecido.

1.9.2.4 PGC1l-a

El cofactor 1-a del receptor gamma activado por el proliferador de
peroxisomas (Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma Coactivator 1-alpha:
PGC-1a) es una proteina que regula genes relacionados con el metabolismo energético.
Es un regulador de la biogénesis mitocondrial y de su funcién. La division mitocondrial
requiere de la transcripcion de ADN mitocondrial y nuclear, ademas de la sintesis de
nuevas proteina, y fosfolipidos, y se realiza por un proceso de fisién. En la regulacién
de la replicacion y transcripcion del ADN mitocondrial, y también de la sintesis de
proteinas mitocondriales que estan codificadas en el nucleo, estan implicados los

factores respiratorios nucleares (Nuclear Respiratory Factors, NRF-1 y NRF-2), factor A
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de transcripcion mitocondrial (Mitochondrial Transcription Factor A: TFAM), y receptores
nucleares que incluyen los receptores activados por el proliferador de peroxisomas
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor: PPAR). Mediante el aumento de la
actividad transcripcional de los NRF sobre los promotores de TFAM y de los PPARSs, los
cofactores PGC-1a and B sincronizan ambos genomas. La comunicacién bidireccional
entre el nlcleo y la mitocondria es clave para ajustar la bioenergética mitocondrial a la
homeostasis celular. PGC1-a controla el contenido éptimo de mitocondrias, ya que su
cantidad esté directamente relacionada con la densidad mitocondrial tanto en el corazon
como en el musculo esquelético. Ademas, su expresion esta linealmente relacionada
con el consumo maximo de oxigeno, lo cual indica que tiene un papel clave en la
determinacion de la capacidad de generacion de energia (198). Su gen, PPARGC1, se

encuentra en el cromosoma 4p15.1 (199).

Dos de sus polimorfismos, Gly482Ser (rs8192678, 1444G>A) y Thr394Thr
(rs2970847, 1182A>G) se han relacionado con el riesgo de MCH y con un maximo
grosor ventricular mayor (8,4%) en pacientes con MCH. Sin embargo, no se identificd

ningun efecto en pacientes con hipertension arterial con o sin HVI (200).

1.9.2.5 NOS3

El 6xido nitrico se sintetiza continuamente a partir de L-arginina por la sintetasa
de 6xido nitrico (NOS, Nitric Oxide Synthase) por las células del endotelio vascular. Este
gas soluble esta muy implicado en la homeostasis vascular mediante la modulacién del
tono vascular, la regulacion del crecimiento celular local y la proteccion frente a la
acciones de las plaquetas y células sanguineas circulantes. A nivel cardiaco puede

estimular la angiogénesis, disminuir la hipertrofia de los cardiomiocitos, y limitar la
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produccion de proteinas de la matriz extracelular por los fibroblastos y de este modo
influenciar el proceso de remodelado cardiaco (201). Existe una gran cantidad de
patologias que se asocian con una disminucion de la liberacion de éxido nitrico en la
pared vascular como la hipertension arterial, la dislipemia, la diabetes mellitus, el
tabaquismo y la insuficiencia cardiaca (202). Existen 3 isoformas de la enzima NOS que
difieren en su estructura y funciéon: nNOS (neuronal Nitric Oxide Synthase) que se
expresa constitutivamente en algunas neuronas del cerebro, iINOS (inducible Nitric
Oxide Synthase) que se expresa en enfermedades inflamatorias y eNOS (endotelial
Nitric Oxide Synthase) que también se expresa constitutivamente en el endotelio. El gen

de la eNOS, NOS3, se encuentra en el cromosoma 7¢36.1.

Su polimorfismo 894T>G (rs1799983, Asp298Glu) se ha asociado una mayor
hipertrofia en pacientes hipertensos (201), con un mayor riesgo de cardiopatia
isquémica (203), con vasoespasmo coronario (204,205) y con un mayor riesgo de ictus
isquémico (206—208). En pacientes con MCH el polimorfismo 894T>G se asocia con
vasoespasmo coronario y con la necesidad de un mayor nimero de farmacos para el
control de los sintomas (209). En pacientes varones con enfermedad de Fabry los
portadores homocigotos 894G/G presentan un grosor en la pared posterior del VI 1 mm

menor que los portadores de al menos un alelo 894T/- (210).

1.9.2.6 CALM3

La calmodulina actiia como un sensor intracelular del calcio iénico, juega un
papel importante en la homeostasis del calcio. Ademas, muchas de las acciones del

calcio se realizan mediante su unién a calmodulina. Esta proteina es sintetizada por una




INTRODUCCION

familia formada por 3 genes: CALM1 (14932.11), CALM2 (2p21.1-p21.3) y CALM3

(19913.32).

Polimorfismos en CALM1 y CALM2 se han asociado con taquicardia ventricular
polimérfica catecolaminérgica y con sindrome de QT largo. Sin embargo, un
polimorfismo de la regiéon promotora de CALM3 (-34T>A) se ha asociado con la
expresion de MCH. Asi el alelo CALM3 -34T, que presenta una actividad menor, es mas
frecuente en pacientes con MCH con mutaciones en genes sarcoméricos conocidas que
en individuos sanos. Y ademas, muestra una tendencia a ser mas frecuente en
portadores de mutaciones sarcoméricas con expresién de MCH (alteraciones en el ECG
y ecocardiografia) que en portadores de esas mismas mutaciones sin expresion de la

enfermedad (211).




2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE
TRABAJO



JUSTIFICACION

Existe una gran variabilidad en la expresién morfolégica, clinica y prondstica en
los pacientes con MCH (10). Esta variabilidad no parece explicarse solamente con las
distintas mutaciones en genes sarcoméricos. Estudios previos con amplias series de
pacientes no han permitido establecer un claro patron de expresién morfoldgica, de
manifestaciones clinicas ni de prondstico en estos pacientes (5,128,129). Deben existir

otros factores ambientales o genéticos implicados en la amplia variabilidad observada.

El remodelado cardiaco parece jugar un papel importante en la fisiopatologia y
evolucion de los pacientes con MCH mediante alteraciones en el metabolismo del
colageno que desembocan en fibrosis (212,213). Este remodelado puede estar
influenciado por polimorfismos en genes no sarcoméricos, como los implicados en el
sistema renina-angiotensina-aldosterona y otros. Y estas alteraciones del remodelado
podrian conducir a alteraciones en la expresion de la enfermedad y tener un impacto

sobre el prondstico de los pacientes con MCH.

La FA presenta una alta incidencia en los pacientes con MCH (10-40%) (107—
109) siendo este porcentaje mayor a medida que avanza la edad. Si bien, pocos
estudios se han centrado en identificar factores predictores del desarrollo de FA en estos
pacientes (110-112). Y eso pese a que su presencia confiere un mal prondstico a estos
pacientes (111,113,114) con un aumento del riesgo de insuficiencia cardiaca, ictus,

embolismo periférico y arritmias deletéreas (115,116).

El pronéstico de los pacientes con MCH también es muy variable y poco se
conoce sobre el posible efecto que pueden ejercer estos polimorfismos en genes no

sarcomericos.




JUSTIFICACION

Merece la pena explorar el efecto de estos polimorfismos para aportar
informacioén sobre la etiopatogenia y fisiopatologia de esta enfermedad, permitir orientar
mejor el prondstico y apuntar hacia posibles dianas terapéuticas que modifiquen dicho

pronaostico.

Nos planteamos la siguiente hip6tesis de trabajo: Polimorfismos de genes no
sarcoméricos influiran en el remodelado cardiaco y tendran implicaciones prondsticas

en los pacientes con MCH.




3. OBJETIVOS



OBJETIVOS

1. Estudiar el efecto de varios polimorfismos localizados en genes no sarcoméricos en

la fibrosis cardiaca en pacientes con miocardiopatia hipertréfica:

1.1 Estudiar la asociacién de los polimorfismos con el grado de fibrosis
miocardica mediante resonancia magnética cardiaca utilizando realce de

gadolinio.

1.2 Estudiar la implicacién de los polimorfismos en el grado de fibrosis
miocardica observado en tejidos miocardicos de pacientes con

miocardiopatia hipertrofica obtenidos por miectomia.

2. Estudiar el efecto de varios polimorfismos localizados en genes no sarcoméricos en

el desarrollo de fibrilacion auricular en pacientes con miocardiopatia hipertrofica.

3. Estudiar el efecto de varios polimorfismos localizados en genes no sarcoméricos en

el ingreso hospitalario urgente en pacientes con miocardiopatia hipertrofica.




4, MATERIAL Y METODOS



MATERIAL Y METODOS

4.1 METODOLOGIA DEL ESTUDIO

Se realizé un estudio de cohortes incluyendo pacientes estables con MCH que
asisten a consulta monogréfica de dicha enfermedad en tres hospitales terciarios del
sudeste de Espafa (Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia, el Hospital
General Universitario de Alicante y el Hospital General Universitario de Elche, Alicante),
gue dan cobertura en conjunto a una poblacion en torno a 700.000 habitantes. Sin
embargo, estas consultas han tenido histéricamente un papel de centro de referencia

en las dos provincias.

4.2 PACIENTES Y CONTROLES

Se incluyé de forma consecutiva todos los pacientes mayores de 18 afios con
diagnostico de MCH tras la realizacion de una resonancia magnética cardiaca. Se inicié

la inclusion de pacientes en noviembre de 2003 y finalizé noviembre de 2011.

El diagnostico de MCH se establecio en los casos indice ante la presencia de
una hipertrofia ventricular ecocardiografica (=2 15mm de grosor en cualquier segmento
evaluado) en ausencia de una causa cardiaca o extracardiaca que la justifique,
siguiendo los criterios internacionales establecidos (3). Y de acuerdo con los criterios
establecidos para el diagndstico en familiares de primer grado de pacientes con MCH

inequivoca (214).

Se recogi6é una historia clinica completa que incluyd una detallada anamnesis,

exploracion clinica, exploraciones complementarias y eventos durante el seguimiento.
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Los controles fueron seleccionados entre los trabajadores de los tres hospitales
con edad y género similar a los pacientes. Se les realizé una anamnesis y exploracion

fisica completa para descartar cardiopatia.

4.3 EVALUACION CLINICA

La evaluacion clinica se llevo a cabo tras la inclusion de los pacientes asi como

en cada una de las revisiones clinicas (Tabla 4.1).

Se realiz6 una anamnesis detallada en la que se buscé y se registré la presencia
de antecedentes familiares muerte subita o cardiopatia familiar. Se identificaron los
posibles factores de riesgo cardiovascular y comorbilidades (hipertension arterial,
diabetes mellitus, dislipemia, tabaquismo, obesidad, neumopatia, insuficiencia renal

crénica y aterosclerosis coronaria) que pudieran presentar los pacientes.

De forma especifica se buscé la presencia de sintomas sugerentes de disnea, y
se estimdé su severidad siguiendo las recomendaciones de la New York Heart
Association en cuatro grados (I-IV/IV), de ortopnea y de disnea paroxistica nocturna.
También se interrog6 sobre la presencia de molestias precordiales con el esfuerzoy en
reposo que pudieran ser sugerentes de isquemia miocardica. La presencia de

palpitaciones, sincopes o presincopes también quedo registrada.

Se comprobd y registro el tratamiento farmacol6gico que estaban tomando los

pacientes, tanto para su cardiopatia como para otras comorbilidades.
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Se llevé a cabo una exploracion fisica completa con especial atencion a la
presencia de alteraciones en los pulsos periféricos, extratonos y soplos sistélicos en la

auscultacion que se modificaran con las maniobras de Valsalva.

TABLA 4.1 VARIABLES RECOGIDAS DE LA EVALUACION CLINICA

FILIACION CIRUGIA CARDIACA PREVIA
Identificador del paciente Motivo

Identificador de familia Tipo de intervencion
Hospital de procedencia Prétesis mitral

Fecha de diagndstico Plastia mitral

Historia de cardiopatia familiar Derivacion aorto-coronaria
Caso indice SINTOMAS

Sexo Angina

Fecha de nacimiento Disnea

FRMS Palpitaciones

MS reanimada Sincope

TVS Presincope

AFMS NYHA

Sincope inexplicado OTROS ANTECEDENTES
Maximo grosor =2 30mm Otros

RATA TRATAMIENTO CRONICO
TVNS IECA

ANTECEDENTES ARAII
CARDIOVASCULARES

HTA Betabloqueantes

DM Calcioantagonistas
Dislipemia Disopiramida

Tabaquismo Amiodarona

Sobrepeso / Obesidad Acenocumarol
Neumopatia (EPOC/SAQS) Antialdosterénicos

Insuficiencia renal crénica
Enfermedad coronaria

Otros antecedentes cardiovasculares

Se registro la presencia o ausencia de cada una de las variables asi como comentarios explicativos en
caso de ser necesarios.
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4.4 PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

A los pacientes se les practic6 las siguientes exploraciones complementarias (Tabla 4.2)

TABLA 4.2 VARIABLES RECOGIDAS EN LAS EXPLORACIONES
COMPLEMENTARIAS.

Fecha del ECG Fecha del holter-ecg

RS (Si/No) TVNS (Si/No)

FA paroxistica (Si/No) FA paroxistica (Si/No)

FA persistente (Si/No) Taquicardia auricular (Si/No)

FA permanente (Si/No) BAV 1° (Si/No)

Ritmo de MP (Si/No) BAV 2° tipo | (Si/No)

Bloqueos de rama (Si/No, tipo) BAV 2° tipo Il (Si/No)
|ECOCARDIOGRARIAT I BAV 3°(Si/No)

Fecha de la ecocardiografia Extrasistoles ventriculares (N°)

Grosor maximo del VI (mm) Extrasistoles supraventriculares (N°)

Septo interventricular (mm) RMN

Diametro telediastélico del VI (mm) Fecha de la RMN

Grosor pared posterior (mm) RTG (Si/No)

Diametro telesistélico del VI (mm) Segmentos con RTG (N°)

Fraccion de acortamiento (%) Grosor maximo del VI (mm)

Fraccion de eyeccion (%) Septo interventricular (mm)

Volumen telediastolico del VI (ml) Diametro telediastolico del VI (mm)

Volumen telesistélico del VI (ml) Pared posterior (mm)

Diametro de la Al (mm) Diametro telesistolico del VI (mm)

Gradiente en TSVI basal (mmHg) Fraccion de eyeccion (%)

Volumen auricular (ml) Diametro de la Al (mm)

Onda E (cm/s) Gradiente en TSVI basal (mmHg)

Onda A (cm/s) Volumen auricular (ml)

e’ (cm/s) Onda E (cm/s)

Insuficiencia mitral (0, 1, 2, 3, 4) Onda A (cm/s)

Otras valvulopatias (Si/No)

Fecha de la ergometria
Protocolo (Bruce, ModBruce, otro)
Duracion (minutos)
METs alcanzados
TVNS (Si/No)
Positividad clinica para isquemia (Si/No)
Positividad ECG para isquemia (Si/No)
Positividad mecanica para isquemia
(Si/No)
Ademas de la presencia o ausencia, mediciones o categorizaciones de las variables antes descritas, se

registr6 comentarios cuando fue necesario.
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4.4.1 Electrocardiograma de 12 derivaciones

En todos los casos se practicO un ECG de 12 derivaciones mediante
electrocardiografos homologados tras 10 minutos de reposo. Se registro en papel

milimetrado a una velocidad de 25 mm/s y a 10 mm/mV.

Los ECG se practicaron en los dias que los pacientes acudian a la consulta para
la evaluacion clinica. Se valoré la frecuencia cardiaca, el ritmo cardiaco (con especial
interés en identificar fibrilacion auricular), las alteraciones de la onda P, presencia de
ondas Q patoldgicas, alteraciones de la conduccién intraventricular, bloqueos de rama,
alteraciones de la conduccion auriculo-ventricular e indices de hipertrofia ventricular

(Sokolow-Lyon y Romhilt-Estes).

4.4.2 Ecocardiografia transtoracica

El estudio ecocardiogréfico se realiz6 con un equipo Sonos 5500 (Phillips,
Eindhoven, Paises Bajos). Se informé al paciente sobre el propdsito y el caracter seguro
y no invasivo de la exploracién. Se procurd proporcionar a los pacientes un ambiente
comodo y que preservara su intimidad. Los estudios se realizaron en reposo y las
imagenes y videos se obtuvieron principalmente en decubito lateral izquierdo con
abduccién del miembro superior izquierdo. Cuando fue necesario se coloco al paciente
en posiciones adicionales: decubito lateral derecho para registrar el flujo valvular aértico,
decubito supino para facilitar las mediciones subcostales y para vistas supraesternales
en ocasiones fue necesario colocar una almohada detras de los hombros para que el
cuello quedase hiperextendido. Las imagenes y videos fueron almacenadas en soporte

informatico para posteriores revisiones.
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Se realizé un estudio completo en modos M, bidimensional, Doppler pulsado,
Doppler continuo y Doppler tisular, desde los planos paraesternal largo y corto, apical
cuatro, cinco, dos y tres camaras siguiendo las recomendaciones internacionales para
la cuantificacion de camara cardiacas (215), valoracion de funcion diastolica (77) y
valoracién de valvulopatias (216—218). Los datos ecocardiograficos son el resultado de

la media aritmética de las mediciones sobre 3 ciclos cardiacos consecutivos.

Para identificar las zonas hipertréficas del ventriculo izquierdo asi la zona de
mayor grosor se empled el modelo de 16 segmentos propuesto por la American Society
of Echocardiography (219) y se realiz6 varias mediciones en eje corto a nivel de los
segmentos basales (vélvula mitral), segmentos medios (musculos papilares) y

segmentos apicales.

Se estudié tanto en el plano paraesternal largo como en los planos apicales la
presencia de un movimiento sistélico anterior de la valva septal de la valvula mitral. Del
mismo modo, se presto especial interés en la busqueda de aceleracién en el tracto de
salida del ventriculo izquierdo, tanto en reposo como tras realizar una maniobra de
Valsalva. Mediante Doppler color y Doppler pulsado se identificé en lugar donde se
producia la aceleracion. Esto, junto con la morfologia de la curva obtenida en el registro
con Doppler continuo ayudé a establecer la presencia de un gradiente dinamico en el
tracto de salida del ventriculo izquierdo, descartando otras causas. El gradiente del
tracto de salida del ventriculo izquierdo se calculé mediante la ecuacién modificada de
Bernoulli, esto es, multiplicando por cuatro el cuadrado de la velocidad maxima obtenida

en el tracto de salida del ventriculo izquierdo con Doppler continuo.
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4.4.3 Ergometria

Se realizé una ergometria limitada por sintomas en tapiz rodante siguiendo las
recomendaciones de la Asociacion Americana del Corazon (American Heart
Association, AHA) (220). El paciente era previamente informado de en qué consistia la
prueba y el propdésito de ésta y otorgaba su consentimiento por escrito. Se debia evitar
la ingesta de comida (el agua estaba permitida) y fumar en las 3 horas previas a la
realizacion de la prueba. Ademas, no debia realizar esfuerzos fisicos inusuales en las

12 horas antes para no modificar la capacidad de esfuerzo maximo durante la prueba.

Se empleé el protocolo de Bruce (221) habitualmente, y en los casos en los que
el paciente presentaba una deambulacion limitada o se preveia una mala clase funcional
se realiz6 un protocolo de Bruce modificado. El protocolo de Bruce puede definirse como
un protocolo escalonado o discontinuo frente a otros protocolos en rampa mas
progresivos respecto al incremento de la carga de ejercicio. En este protocolo se parte
de una velocidad de 2,7 kilbmetros por hora y una pendiente del 10% y ambas se van
incrementando en cada estadio de 3 minutos. El protocolo de Bruce modificado consta
de dos estadios previos de 3 minutos a 0% y 5% de pendiente a velocidad constante de
2,7 kilbmetros por hora para después continuar con el resto de estadios de Bruce

convencional.

Durante toda la prueba se disponia de monitorizacién continua del ECG de las
12 derivaciones estandar, de forma que podia valorarse la frecuencia cardiaca, el ritmo
cardiaco y la repolarizacién. Para obtener un adecuado registro electrocardiogréfico se
eliminaba la capa cutanea mas superficial. Para ello, las zonas en la que se iban a
aplicar los electrodos eran rasuradas, frotadas con una gasa empapada en alcohol.

Posteriormente se adherian los electrodos y se valoraba la necesidad de aplicar una
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malla en forma de camiseta para evitar que los electrodos se despegaran por la
sudoracion. Se obtenia un ECG de 12 derivaciones en reposo en decubito supino y en
bipedestacién, en cada estadio de ejercicio, en el pico de ejercicio, cada dos minutos
durante la recuperacién y cada vez que lo considerara oportuno el personal sanitario

presente durante la prueba.

Mediante un esfigmomanometro manual con columna de mercurio y la
auscultacion de los sonidos de Korotkoff se obtenia la tensién arterial basalmente en
decubito y bipedestacion, en cada estadio (Gltimos 30 segundos), en el pico de ejercicio,
tras un minuto de reposo y después cada 2 minutos hasta finalizar la prueba.
Adicionalmente se tomaba la tensién arterial a requerimiento del médico en el momento

que consideraba oportuno.

Se consider6 con respuesta normal de la tensién arterial al incremento gradual
durante el ejercicio de al menos 20 mmHg respecto a la tensién arterial basal. Se
considerd respuesta anormal de la tensién arterial tanto a la respuesta plana (elevacion
menor de 20 mmHg de la tensidn arterial basal durante el ejercicio) como a la respuesta
hipotensora (incremento inicial con caida posterior al menos de 20 mmHg o bien al
descenso continuo de la tension arterial de al menos 20 mmHg respecto a la tension

arterial basal).

Se estimo indirectamente el consumo de oxigeno en equivalentes metabdlicos

(MET) segun las formulas habituales integradas en el software del equipo (222-224).
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4.4.4 Holter-ECG

Se efectud una monitorizacion electrocardiografica ambulatoria continua de 24
horas utilizando equipos y software disefiados para tal fin (ELA-medical, SYNETEC
version 1,10. Montrouge, Francia). Tras una aplicacion de los electrodos similar a la
descrita para la ergometria se proporcionaba al paciente electrodos suplementarios para
sustituir los que pudieran desprenderse. Ademas se adjuntaba un formulario para que
el paciente apuntara los sintomas (especialmente palpitaciones) que pudiera presentar
junto con la hora. En todos los casos, tras la clasificacion automatica de la morfologia
de los complejos QRS, se realizé una reclasificaciéon manual de los grupos de complejos
cuando fue necesario. Los registros con alto nivel de artefactos fueros desechados y se

repitio la exploracién hasta obtener unos registros adecuados.

El andlisis del registro electrocardiografico permitié identificar el ritmo
predominante durante el registro, la frecuencia cardiaca (maxima, minima y media), la
presencia de trastornos de la conduccidn auriculo-ventricular y la aparicién de arritmias

auriculares (taquicardia auricular, flutter auricular y fibrilacion auricular) y ventriculares.

Se definié como taquicardia ventricular no sostenida (TVNS) a la presencia de 3
0 mas latidos ventriculares consecutivos a una frecuencia de al menos 120 latidos /
minuto y con una duracion menor de 30 segundos. En caso de ser mayor de 30

segundos se definié como taquicardia ventricular sostenida.

4.4.5 Resonancia magnética cardiaca

Se empled un escaner de 1,5 T (Gyroscan NT; Philips Medical Systems, Best,

Paises Bajos). Todas las imagenes se obtuvieron mediante sincronizacién con el ECG
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y mientras el paciente aguantaba la respiracion. Se obtuvo inicialmente imagenes en
los tres planos ortogonales (coronal, sagital y transversal) para determinar la posicién
exacta del VI. A continuacion se adquirieron secuencias funcionales de cine-RM eco de
gradiente en planos de eje corto desde la base hasta el apex del ventriculo izquierdo,
eje largo horizontal, 4 y 2 camaras en la Al-VI. Se adquirieron entonces imagenes de
marcado miocardico (tagging) mediante secuencias eco de gradiente eco-planar en el
plano eje corto (basal, tercio medio y apical). Y finalmente se administré gadolinio en
dosis de 0,2 mm/kg en bolo, y tras 10 min se obtuvieron imagenes de inversion-
recuperacion potenciadas en T1 en planos del eje corto (basal, tercio medio y apical), el
eje largo horizontal y el eje largo vertical para valorar la presencia y distribucion de RTG.
El tiempo de inversion se ajustd para cada paciente entre 200 y 400 ms para alcanzar
una supresion éptima del tejido miocardico normal y conseguir imagenes de miocardio

negro (225).

Todas las imagenes fueron analizadas empleando una estacién de trabajo con
un software comercial de post-procesado de imagenes (EasyVision, version 4.0; Philips
Medical Systems y Mass Suite 6.1; MEDIS Medical Imaging Systems, Leiden, Paises
Bajos) por dos observadores con experiencia en RMC, ciegos a la informacion clinica y

cuya opinién se alcanzo6 por mutuo acuerdo.

Se consider6 la presencia de RTG ante imagenes altamente hiperintensas que
persistian en el mismo corte tras excluir artefactos. Se cuantificé la extension del RTG
contabilizando el nimero de segmentos con RTG empleando el modelo de 17

segmentos de la American Heart Association (226).
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4.5 ANALISIS DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

4.5.1 Recogida de muestras bioldgicas

Se extrajo muestras de sangre de los pacientes, sin traumatismo ni estasis, a
primera hora de la mafiana, tras 12 h de ayuno y en reposo, de la vena antecubital. Se
obtuvo muestras de plasma citratado, suero y placa leucoplaquetaria tras centrifugacion
a 3500 rpm, durante 15 minutos. Las muestras se almacenaron a —80 °C en los distintos
hospitales, hasta un analisis posterior. La extracciéon de ADN de sangre periférica se
realizé utilizando el kit de DNeasy Blood and Tissue y el sistema QIlAcube (Qiagen,

Valencia, CA, EEUU).

4.5.2 Genotipado de polimorfismos

Se realiz6 el analisis de los polimorfismos gracias a un acuerdo con el Centro

Inmunoldgico de Alicante y se llevo a cabo de la siguiente manera:

- Polimorfismo del gen de la ECA I/D: El genotipado se basé en un
método de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase
Chain Reaction) descrito por Perkins et al (150). Los productos de
PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 3% y
se visualizaron mediante bromuro de etidio para identificar la

presencia 0 ausencia de la insercion.

- Polimorfismos de un solo nucledtido (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism): rs5186 (1166A>C AGTR |[), rs1799998 (-344T>C

CYP11B2), rs8192678 (1444G>A PGC-1), rs1800012 (2046G>T
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COL1A1), rs1801253 (1165G>C ADRB1), rs1799983 (894G>T
NOS3), rs1862513 (-420C>G RETN) y rs6612 (-34T>A CALM3). Se
realizé6 mediante discriminacion alélica utilizando PCR en tiempo real
con sondas TagMan (TagMan SNP Genotyping Assays, Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, EEUU). Se emplearon cebadores y
sondas comercialmente disponibles de Applied Biosystems. Se aplicd
condiciones estandar de PCR, con una temperatura de hibridacion de
60°C. Las reacciones de secuenciacion se realizaron mediante un kit
de secuenciacion de ciclo con BygDye terminator vs3.1 (Applied
Biosytems, Foster City, California) y analizados por electroforesis
capilar empleando el 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosytems,

Foster City, California).

4.5.3 Determinacion de resistina

La concentracion de resistina en suero fue determinada mediante técnica de
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) empleando el kit comercial, AssayMax
Human Resistin kit (PeproTech Inc, NJ, EEUU) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Se trata de un ELISA tipo sandwich en el que se emplean dos tipos de
anticuerpos con capacidad de unirse a la resistina. Un anticuerpo monoclonal murino
especifico para resistina con el que se reviste los pocillos de la placa y un anticuerpo
polyclonal biotinilado especifico, que fue reconocido por un conjugado de estreptavidina-
peroxidasa. Tras afiadir un sustrato para la enzima peroxidasa, se midié el revelado a

450 nm substrayendo lecturas a 570 nm para corregir imperfecciones opticas. Los
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valores minimos de resistina detectables fueron de 0,2 ng/ml. Los coeficientes de

variacion intraensayo e interensayo fueron de 4,5% y 7.1%, respectivamente.

4.5.4 Determinacion de aldosterona

Los valores de aldosterona en suero fueron determinados mediante RIA

(radioinmuinoassay) directo (Immunotech SAS, Marseille, Francia).

Se incubd 50 pL de muestras de suero y 50 pL de calibradores en tubos
revestidos con anticuerpos y 500 pL de trazador marcado con I'?5, Tras 3 horas de
incubacién con agitacién continua, el contenido de los tubos fue aspirado y la
radioactividad determinada empleando un contador gamma. Previamente se habia
elaborado una curva de calibrado y los valores de aldosterona fueron determinados por

interpolacion con la curva.

4.5.5 Estudio anatomopatolégico

Se obtuvo muestras de los servicios de cirugia cardiaca de los hospitales La Fe
de Valencia y General de Valencia. Durante cirugia de miectomia aislada, se extrajeron
muestras del septo subvalvular, entre 50 y 80 mg, que fueron inmediatamente
congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C. Las muestras de tejido se
procesaron con inclusion en parafina y se realiz6 secciones de 2-3 pm. Para la
evaluacion histoquimica de la infiltracion de tejido conectivo del tejido miocardico se
empled la tincidn tricrdbmica de Masson mediante un sistema automatizado de tincion
(Dako Artisan, Dako, Carpinteria, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Como su nombre indica esta tincion emplea tres colorantes: hematoxilina, fucsina y
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verde luz. Esta tincion es muy 0til para poner de manifiesto las fibras de colageno, y el
tejido conectivo en general. Se empled una escala cualitativa en la medicién del grado
de infiltracion de tejido conectivo, de 0 a 4 (0 negativa, 1 ligera, 2 moderada, 3 severay
4 muy severa). Todas las determinaciones fueron ciegas y realizadas por duplicado para
asegurar la reproducibilidad de los resultados. Para su andlisis se empleé un

microscopio de luz transmitida Axio Scope Al (Carl Zeiss, Jena, Alemania).

4.6 SEGUIMIENTO Y EVENTOS

El seguimiento se realizé al menos una vez al afio en la consulta o con mayor
frecuencia en funcién de las necesidades del paciente. Durante este seguimiento se

fueron recogiendo los distintos eventos clinicos (Tabla 4.3).

Se definieron los siguientes eventos finales para el andlisis de supervivencia:

- Muerte subita: muerte cardiaca no esperada que acontece dentro de una hora
tras el inicio de los sintomas o muerte nocturna sin el antecedente de
empeoramiento previo de los sintomas.

- Muerte de origen cardiovascular

- Muerte de origen no cardiovascular

- Descarga apropiada del DAL terapia aplicada ante taquiarritmias ventriculares.

- TVS: TV que dura mas de 30 segundos.

- Desarrollo de FA: mediante la documentacion con ECG de 12 derivaciones
realizado por sintomas o de forma rutinaria durante los seguimientos o episodios
mayores de 2 minutos en holter-ECG.

- Ingreso hospitalario urgente: ingreso hospitalario no programado que incluyera
al menos una noche.

- Insuficiencia cardiaca: identificado mediante la valoracion de sintomas y signos
relacionados.

- Evento isquémico cardiaco: identificado por la presencia de sintomas, signos,

alteraciones del ECG y alteraciones enzimaticas relacionadas.
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- lIctus y accidente isquémico transitorio (AlT): identificado mediante la valoracién
por neurologia de sintomas y signos relacionados, y del resultado de técnicas de

neuroimagen.

TABLA 4.3 VARIABLES RECOGIDAS DURANTE EL SEGUIMIENTO

Muerte Si/No, fecha, causa
Descarga de DAI Si/No, fecha, causa
TVS Si/No, fecha
Desarrollo de FA Si/No, fecha
Ingreso hospitalario Si/No, fecha y causa
Insuficiencia cardiaca Si/No, fecha
Evento isquémico cardiaco Si/No, fecha

Ictus o AIT Si/No, fecha

Fecha implante de DAI Si/No, fecha

Fecha implante de MP Si/No, fecha
Cirugia cardiaca Si/No, fecha
Miectomia Si/No

Implante de prétesis mitral Si/No

Plastia mitral Si/No

Derivacion aorto-coronaria Si/No

Ablacion alcohdlica Si/No, fecha

Se registr6 comentarios adicionales en cada variable cuando fue necesario.

4.7 ANALISIS ESTADISTICO

Se estudid si las variables cuantitativas analizadas seguian una distribucion
normal mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Las variables cuantitativas con
distribucion normal se expresan como media + desviacion estandar. Las variables
cuantitativas de distribucion no paramétrica se expresan como mediana y rango

intercuartilico. Las variables categdricas se expresan como porcentajes.
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Las comparaciones entre grupos de variables continuas se realizaron usando la
prueba de t de Student para muestras independientes o la prueba U de Mann-Whitney
segun fuera apropiado. Para las variables categoricas se empled la prueba de x2 de
Pearson o la exacta de Fisher segun procediera. La correlacion entre dos variables
continuas se realizé mediante el coeficiente de correlacion de Pearson o Spearman,
segun fuese necesario. La comparacién entre variables continuas y las diferentes
variables discretas se realizé mediante un analisis de varianza (ANOVA) o la prueba de

Kruskall Wallis segun estuviese indicado.

Se realiz6 un analisis de regresion lineal para valorar la asociacion entre el
namero de segmentos con RTG y varias variables demograficas, ecocardiograficas, de

ergometria, de holter-ECG, de RMC y genéticas.

Para evaluar la asociacion entre la fibrosis miocardica de las muestras de tejido
obtenidas por miectomia valorada como ligera (escala cualitativa 0, 1 6 2) o severa

(escala cualitativa 3 6 4) y los 9 polimorfismos y se realiz6 un analisis de regresion lineal.

Se analizaron todas las variables asociadas al desarrollo de FA. En la valoracion
de la capacidad predictiva de diferentes variables continuas en la identificacién del
desarrollo de FA durante el seguimiento se realizé un analisis de curvas ROC (Receiver
Operating Characteristic). La tasa de sobrevida libre de incidencia de FA se calcul6
empleado el método de Kaplan-Meier y las diferencias fueron determinadas empleando
la prueba long-rank. Se valoré el efecto independiente en el prondstico mediante un
modelo de regresion de Cox que incluia variables demograficas, ecocardiograficas, de

ergometria, de holter-ECG, de RMC y genéticas.
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La tasa de sobrevida libre de ingreso hospitalario urgente se calcul6 empleado
el método de Kaplan-Meier y las diferencias fueron determinadas empleando la prueba
long-rank. El efecto sobre el pronéstico clinico fue calculado en varias variables
demogréficas, ecocardiogréficas, de ergometria, de holter-ECG, de RMC y genéticas

empleando el modelo de regresion de Cox de riesgos proporcionales.

Solo las variables que mostraron un valor de p <0,15 fueron incluidas en el
estudio multivariante de regresion de Cox. La asociacién se consider6 estadisticamente
significativa si alcanzaba un nivel de significacién mayor del 95% (valor de p <0,05). El
analisis estadistico se realiz6 empleando un software comercial IBM SPSS Statistics

19.0 (IBM, 2000).

4.8 ASPECTOS ETICOS

La inclusion en este estudio de los pacientes no comporté un incremento del
riesgo para los mismos ni alteraciones en el seguimiento habitual de los pacientes con

MCH.

Se obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes y se aseguro la
confidencialidad de los datos obtenidos. Se siguieron los principios éticos para las
investigaciones meédicas en seres humanos de la Organizacion Médica Mundial
recogidos en la Declaracion de Helsinki, adoptada en 1964 y enmendada
posteriormente, la Ultima en la Asamblea General de octubre 2013 (227). El proyecto

fue valorado favorablemente por los comités de ética en los hospitales participantes.
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5. RESULTADOS
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5.1 POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién del estudio la constituyeron 168 pacientes con MCH que fueron
incluidos progresivamente tras realizar una RMC. Ademas se incluyeron 136 controles
seleccionados entre los trabajadores de los 3 hospitales. Los pacientes fueron seguidos

durante una mediana de 49,5 meses (RIC 25,8 - 77,0).

De los 168 pacientes de la cohorte, 159 se encontraban en RS al inicio del
seguimiento. Este grupo es el que se tuvo en cuenta al analizar el desarrollo de FA; y
sus caracteristicas clinicas y ecocardiograficas no difieren sustancialmente de la cohorte
total. Se incluy6 en el estudio a los pacientes tras realizar una RMC y la calidad de las
imagenes fue adecuada para la correcta interpretacion en 146 pacientes. Este grupo fue
en el que se valor6 la extension de fibrosis por RMC y tampoco presenta claras

diferencias respecto al conjunto de los pacientes (Tabla 5.1).

5.1.1 Caracteristicas clinicas

Sus caracteristicas clinicas y antecedentes en el momento de la inclusion en el
estudio estan recogidos en la Tabla 5.1. Los pacientes tenian una edad media de 49,8
afios y existia una preponderancia del género masculino (71,4%). Presentaban factores

de riesgo cardiovascular (HTA 35,1%, DM 8,3%), en un porcentaje no despreciable.

Un grupo importante de pacientes presentaba algin sintoma: 107 pacientes
(63,7%). El sintoma mas frecuente, fue como en otras cohortes el de la disnea de

esfuerzo (44,0%) seguido de la angina de esfuerzo (22,6%).
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TABLA 5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS BASALES DE LOS PACIENTES.

Variables Pacientes (168) FA (159) RMC (146)
Edad 49,8 + 15,2 493+ 149 49,0 £ 15,2
Sexo masculino (%) 120 (71,4) 112 (70,6) 106 (72,6)
HTA (%) 59 (35,1) 53 (33,3) 51 (34,9)
DM (%) 14 (8,3) 13 (8,2) 12 (8,2)
E(;\r]‘gr:r;wr(ie:ad arterial 6 (3.6) 6 (3.8) 5 (3.4)
Disnea NYHA [1-IV (%) 74 (44,0) 72 (45,2) 74 (50,7)
Angor previo (%) 38 (22,6) 36 (22,6) 36 (24,7)
Sincope 17 (10,1) 16 (10,1) 15 (9,6)
FA previa (%) 28 (16,7) 21 (13,2) 22 (15,1)

Los pacientes presentaban antecedentes de cardiopatia familiar en un 26,2% de
los casos. Nuestros pacientes no tenian antecedentes de TVS ni de MS reanimada.
Entre las otras variables predictoras de MS, las mas frecuentes eran la historia familiar

de MS, la TVNS y la respuesta anémala de la TA en la ergometria (Tabla 5.2)

TABLA 5.2 VARIABLES PREDICTORAS CONVENCIONALES DE MS EN MCH.

Variables convencionales N, (%)
Historia familiar de MS 37 (22,0)
Sincope inexplicado 17 (10,1)
TV no sostenida 56 (33,3)
Grosor ventricular 2 30 mm 9(5,4)
Respuesta andmala de la TA con el ejercicio 64 (68,1)
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5.1.2 Ecocardiografia

Los pacientes presentaban un maximo grosor ventricular de 20,5 mm y un
porcentaje de gradiente subaortico basal significativo en una proporcion (33,9%) similar
a la descrita clasicamente. EI numero de pacientes con disfuncion sistélica fue bajo

(2,4%) como suele ser habitual en estas cohortes de pacientes.

TABLA 5.3 ECOCARDIOGRAFIA DE LOS PACIENTES CON MCH.

Variable

FEVI (%) 69,3 +9,8
Maximo grosor ventricular (mm) 20,5 (17,2-24,5)
Gradiente subadrtico 230 mmHg basal (%) 57 (33,9)
Diametro Al, (mm) 425+7,5
DTDVI (mm) 435+8,9
DTSVI (mm) 254+7,1
FEVI < 50% (n, %) 4(2,4)

5.1.3 Ergometria

En total 145 (86,3%) pacientes fueron capaces de completar una ergometria en
tapiz rodante. La mayoria realizé un protocolo de Bruce. Los pacientes alcanzaron una
capacidad de ejercicio de 8,8 + 3,2 METs y se identific6 64 (38,1%) respuestas anémalas

de la TA con el ejercicio.
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5.1.4 Resonancia magnética cardiaca

Un total 93 (63,7%) de los pacientes presentaba algin grado de RTG en la RMC
(similar a lo descrito en otras cohortes). La distribucion del nimero de pacientes en

funcién del nimero de segmentos del VI con RTG se muestra en la tabla 5.4.

TABLA 5.4 DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES EN FUNCION DE LOS SEGMENTOS

CON RTG.
Segmentos con RTG Frecuencia Porcentaje (%) aCEﬂ:SF;JSj(e%)
0 53 36,3 36,3
1 14 9,6 45,9
2 13 8,9 54,8
3 14 9,6 64,4
4 9 6,2 70,6
5 10 6,8 77,4
6 7 4,8 82,2
7 9 6,2 88,4
8 6 4,1 92,5
9 7 4.8 97,3
10 1 0,7 98
11 3 2 100
TOTAL 146 100 100

5.1.5 Tratamiento farmacolégico

Los pacientes recibian tratamiento farmacolégico en su mayoria (Tabla 5.5). Los

beta-bloqueantes fueron los farmacos mas empleados.
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TABLA 5.5 FARMACOS EMPLEADOS EN LOS PACIENTES CON MCH.

Farmaco N, (%)
IECA (%) 14 (8,3)
ARAII (%) 16 (9,5)
Beta-bloqueantes (%) 121 (72,0)
Disopiramida (%) 12 (7,1)
Amiodarona 30 (17,9)

5.1.6 Tratamiento no farmacoldgico

Durante el seguimiento 10 (6,0%) pacientes precisaron de miectomia 'y 2 (1,2%)
pacientes de ablacidn alcoholica septal para control de los sintomas. En este tiempo se
llevd a cabo el implante de DAI en 33 pacientes (19,6%) y de un MP en 13 (7,7%). Hay
que recordar que en el momento de la inclusion ningun paciente tenia implantado un

DAl o MP.

5.2 GENOTIPO

5.2.1 Mutaciones en genes sarcomericos

En 78 (46,4%) de los casos se disponia de un estudio genético orientado a
identificar mutaciones relacionadas con la enfermedad. Se encontré un mutaciéon en 32
(41%) pacientes (Figura 12). Las mutaciones mas frecuentes se localizaron en el gen

MYBPC3.
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PACIENTES MUTACIONES DETECTADAS
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Figura 12: Mutaciones en genes sarcoméricos de los pacientes del estudio.

5.2.2 Polimorfismos en genes no sarcomericos

Las frecuencias alélicas y los genotipos de nuestros pacientes estan recogidos
en la Tabla 5.6. No hubo desviaciones significativas del equilibrio de Hardy-Weinberg,
p>0,05 (ACE 0,792116; AGTR1 0,108730; CYP11B2 0,615986; COL1A1 0,756201;
RETN 0,787137; ADRB1 0,907042; PPARGC1A 0,592706; NOS3 0,672321; CALM3

0,424775).




TABLA 5.6 POLIMORFISMOS EN GENES NO SARCOMERICOS EN LOS PACIENTES
CON MCH.

ACE DIl DIl 47,0
! Sk I/ 12,5
e 0.66 1166A/A 40,5
AGTR1 1166A>C 1166A/C 50,6
1166C e 1166C/C 8,9
e 0,53 -344CIC 26,8
CYP11B2 -344C>T -344C/T 51,8
3447 S -344T/T 21,4
SHGE 0.75 2046G/G 57,1
COL1A1 2046G>T 2046G/T 36,3
20461 e 2046T/T 6,5
e 0.71 -420C/C 50,6
RETN -420C>G -420C/G 41,7
420G e -420G/G 7.7
GEE 0.67 1165G/G 44,6
ADRB1 1165G>C 1165G/C 44,6
1165C e 1165C/C 10,7
e 0,63 1444GIG 38,1

PPARGC1A
(PGC-10) 1444G>A 1444G/A 48,8
14447 S 1444A/A 13,1
o 0.61 894T/T 36,3

NOS3

(eNOS) 894T>G 894T/G 48,2
894G S 894G/- 14,3
e 0.82 -34T/T 66,1
CALM3 -34T>A -34T/A 31,5
34A S -34A/A 2,4
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5.3 EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS EN GENES NO
SARCOMERICOS EN LA FIBROSIS CARDIACA EN PACIENTES
CON MCH.

5.3.1 Asociacion de los polimorfismos con el grado de fibrosis
miocardica mediante resonancia magnética cardiaca utilizando
RTG.

En la basqueda de predictores del nUmero de segmentos con RTG en el andlisis
univariante, se realiz6 un andlisis de regresion lineal con variables demogréficas,
clinicas y ecocardiograficas. En este analisis solamente la edad mostr6 un valor de p
cercano a la significacion (p: 0,080) por lo que fue incluido en el andlisis multivariante

posterior (Tabla 5.7).

TABLA 5.7 ANALISIS DE REGRESION: VARIABLES CLINICAS Y RTG.

Rz corregido p
Edad 0,015 0,080
Sexo 0,004 0,218
FA previa -0,007 0,980
Gradiente subadrtico >30 mmHg 0,001 0,282
Respuesta anormal de la TA -0,007 0,786
FEVI (%) -0,007 0,840
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Se procedié del mismo modo con los 9 polimorfismos. La presencia del
polimorfismo RETN -420C>G se asociaba con un incremento del nimero de segmentos
con RTG en la RMC (p=0,034) y por tanto con el incremento en la fibrosis cardiaca
(Figura 13). No se apreci6 esta asociacion con el RTG con ninguno de los otros

polimorfismos mediante el mismo analisis (Tabla 5.8).
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Figura 13: Numero de segmentos con RTG en funcion de la presencia del polimorfismo
RETN -420C>G. 0, ausencia (genotipo -420C/C); 1, presencia (genotipo -420G/-).
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TABLA 5.8 ANALISIS DE REGRESION: POLIMORFISMOS Y RTG.

R2 corregido p
ACE DIl 10,003 0,444
AGTR1 1166A>C 10,003 0,457
CYP11B2 -344C>T 0,006 0,759
COL1A1 2046G>T 10,007 0,818
RETN 420C>G 0,024 0,034
ADRB1 1165G>C 0,005 0,198
FPPGAE?O%M 1444G>A 10,007 0,093
('\"3%%35) 894T>G 10,007 0,838
CALM3 34T>A 10,007 0,055

Solamente la presencia del polimorfismo RETN -420C>G se mantuvo como
predictor independiente del nimero de segmentos con RTG en el andlisis multivariante
mientras que la edad no alcanzé la significacion estadistica en esta asociacion (Tabla
5.9). Tras excluir a los pacientes con DM o HTA, que podrian actuar como factores de
confusién, la asociacion era mas fuerte (R2 corregido = 0,085; p = 0,008) y la edad se

alejo de la significacion estadistica (p = 0,148).

TABLA 5.9 ANALISIS DE REGRESION MULTIVARIADO: RTG.

R2 corregido p
Edad 0,067
RETN -420C>G 0,031 0,038

103



RESULTADOS

5.3.1.1 Valores de resistina y polimorfismo RETN -420C>G

Llevamos a cabo una prueba de ELISA para determinar los valores circulantes
de resistina en 159 pacientes con MCH (50,5 + 14,9 afios, 71.1% varones). Y se pudo
observar como los portadores del polimorfismo RETN -420G presentaban un aumento

en la concentracion de resistina circulante (p<0,001) (Figura 14).
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Figura 14: Concentracién de resistina en funcion de la presencia del polimorfismo RETN -
420C>G. CC, genotipo -420C/C; CG, genatipo -420C/G; GG: genotipo -420G/G.
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5.3.2 Implicacién de los polimorfismos en el grado de fibrosis
miocardica en tejidos miocardicos de pacientes con MCH

obtenidos por miectomia.

Se obtuvieron 46 muestras de tejido miocardico procedentes de miectomia
septal aislada. Al evaluar la fibrosis miocardica mediante tincion tricrémica de Masson
se pudo observar como 28 (60,9%) de las muestras presentaban una fibrosis ligera o
moderada (escala cualitativa 0, 1 6 2) frente a 18 (39,1%) muestras en las que la fibrosis
era severa 0 muy severa (escala 3 0 4) (Figura 15). Todas las muestras fueron
genotipadas para la presencia de los polimorfismos. En cuanto al genotipo RETN
encontramos 18 (39,1%) con genotipo -420C/C, 16 (34,8%) con genotipo -420C/Gy 12
(26,1%) con genotipo -420G/G. La asociacion entre el polimorfismo -420C>G del gen
RETN y la fibrosis intersticial en el tejido miocardico fue estadisticamente significativa
[Coeficiente B: 0,488 (IC 95% 0,015-0,962), p: 0,044], el resto de polimorfismos no

presento esta asociacion (Tabla 5.10).

Figura 15: Grado de infiltracion de tejido conectivo (100x). A: negativa, O; B: ligera, 1; C:
moderada, 2; D: severa, 3; E: muy severa, 4.
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TABLA 5.10 ASOCIACION ENTRE LOS POLIMORFISMOS Y LA FIBROSIS MIOCARDICA EN
MUESTRAS PROCEDENTES DE MIECTOMIA.

Limite Limite

p-valor
inferior superlor
Fibrosis
severa 0,034 0,142 -0,035 -0,238 0,813 -0,319 0,252
ACE
Constante 2354 0,342 6,876 0,000 1,665 3,044
Fibrosis 0,063 0,165 0,057 0,379 0,706 -0,269 0,394
severa
AGTR1
Constante 2,188 0,273 8,025 0,000 1,638 2,737
Fibrosis 0,040 01136 0,044 0,295 0,769 G778 0,313
severa
CYP11B2
Constante 2,200 0,300 7,340 0,000 1,596 2,804
Fibrosis 0,357 0232 0,226 1,535 0,132 0,111 0,825
severa
COL1A1
Constante 1,825 0,316 5,780 0,000 1,189 2,462
Fibrosis 0,488 0235 0,299 2,078 0,044 0,015 0,962
severa
RETN
Constante 1,679 0,147 11,422 0,000 1,382 1,975
Fibrosis
cevorn 0,189 0,137 0,203 1,374 0,176 -0,088 0,465
ADRB1
Constante 1,979 0,245 8,089 0,000 1,486 2,472
Fibrosis 0,243 0,183 0,196 1 797 0,191 -0,126 0,612
PPARGC1A Severa
(PGC-1q)
Constante 1,829 0,358 5,108 0,000 1,107 2,550
Fibrosis 0263 0177 0219 1,487 0,144 -0,094 0,620
NOS3 severa
(eNOS)
Constante 1,842 0314 5,861 0,000 1,209 2,476
Fibrosis 0,012 01182 0,010 0,067 0,947 -0,355 0,380
severa
CALM3
Constante 2259 0,284 7,948 0,000 1,686 2,831
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5.4. EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS EN GENES NO
SARCOMERICOS EN LA INCIDENCIA DE FA EN PACIENTES
CON MCH.

Durante el seguimiento 39 (24,4%) pacientes desarrollaron una FA. Lo que

supuso una tasa anual del 9,75%/afio.

Se calculd el area bajo la curva ROC (Receiver Operating Characteristic) del

didmetro de la Al para el desarrollo de FA (Figura 16).
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Figura 16: Curva ROC del diametro de la Al para la prediccion de desarrollo de FA.

Se realizdé un analisis de regresion de Cox univariante que incluyd potenciales

predictores clinicos de desarrollo de FA (Tabla 5.11). El antecedente de FA previa [HR:
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4,41 (IC 95% 2,22-8,67); p<0,001], un diametro de la Al = 42 mm [HR: 2,89 (IC 95%
1,31-6,34); p=0,008] y la edad [HR: 1,03 (IC 95% 1,00-1,05); p=0,030] se asociaron
significativamente con el desarrollo de FA. Sin embargo, la presencia de RTG, el sexo

o los farmacos empleados no se asociaron con el desarrollo de FA.

TABLA 5.11 ANALISIS DE REGRESION: VARIABLES CLINICAS Y FA.

HR (IC 95%) p
Edad 1,03 (1,00-1,05) 0,030
Sexo 1,18 (0,58-2,39) 0,642
FA previa 4,41 (2,22-8,67) <0,001
Diametro Al 2 42mm 2,89 (1,31-6,34) 0,006
RTG 1,01 (0,92-1,12) 0,785
DM 0,83 (0,25-2,73) 0,752
HTA 1,54 (0,79-2,98) 0,199
TVNS 0,99 (0,51-1,92) 0,982
Respuesta anormal de la TA 0,81 (0,40-1,64) 0,550
Maximo grosor ventricular 1,02 (0,95-1,09) 0,617
FEVI (%) 0,98 (0,95-1,01) 0,164
Gradiente subadrtico >30 mmHg 0,96 (0,50-1,85) 0,902
IECA 1,08 (0,33-3,53) 0,903
ARAII 0,42 (0,09-1,93) 0,266
Disopiramida 0,29 (0,04-2,34) 0,244
Beta-bloqueantes 1,59 (0,78-3,28) 0,209
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En el andlisis univariante se elaboraron curvas de supervivencia acumulada
(Kaplan-Meier) que mostraron que la presencia de FA previa y un diametro de la Al 242
mm se asociaban con el desarrollo de FA (Log rank p< 0,001 y p= 0,006,

respectivamente) (Figura 17).
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Figura 17: A, curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) en funcion de la presencia (verde) o ausencia
(azul) de FA previa. B, curvas de supervivencia en funcién de la presencia (verde) o ausencia (azul) de
un diametro de la Al 2 42 mm.

El andlisis univariante (regresion de Cox) que incluy6 los 9 polimorfismos (Tabla
5.12) mostr6 como la presencia de un polimorfismo en la regidon promotora del gen
CYP11B2 (-344C>T) se asociaba con un mayor riesgo de desarrollo de FA en estos
pacientes con MCH [HR: 3,31 (IC 95% 1,29-8,50); p=0,008]). La presencia del
polimorfismo COL1A1 (2046G>T) mostr6é una tendencia no significativa hacia un menor
riesgo de desarrollo de FA [HR: 0,55 (IC 95% 0,28-1,08); p=0,078]. Estos polimorfismos
no se asociaron con el didmetro de la Al: CYP11B2 (-344C>T) 0,83 (0,40-1,73) p=0,625

y COL1A1 (2046G>T) OR: 1,75 (0,90-3,39) p=0,100.
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TABLA 5.12 ANALISIS DE REGRESION: POLIMORFISMOS Y FA.

HR (95% IC) D
ACE DIl 0,92 (0,58-1,45) 0,713
AGTR1 1166A>C 0,65 (0,38-1,10) 0,649
CYP11B2 -344C>T 3,31 (1,29-8,50) 0,008
COL1A1 2046G>T 0,55 (0,28-1,08) 0,078
RETN .420C>G 1,09 (0,65-1,81) 0,749
ADRB1 1165G>C 0,84 (0,52-1,33) 0,835
'(Dppgg_?oim 1444G>A 0,80 (0,48-1,32) 0,382
?'GON%%) 894T>G 0,82 (0,54-1,25) 0,356
CALM3 34T>A 1,281 (0,759-2,162) 0,353

Las curvas de supervivencia acumulada (Kaplan-Meier) pusieron en evidencia
que el polimorfismo de CYP11B2 (-344C>T) se asociaba con el desarrollo de FA y que

el polimorfismo del gen COL1A1 (2046G>T) presentaba una tendencia (Figura 18).
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Figura 18: A, curvas de supervivencia en funcién de la presencia (verde) o ausencia (azul) del
polimorfismo CYP11B2 -344T. B, curvas de supervivencia en funcion de la presencia (verde) o
ausencia (azulh) del nolimorfismo COL1A1 2046T.
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En el analisis multivariante la presencia del polimorfismo en la regién promotora
del gen CYP11B2 (-344T>C), el antecedente de FA previa y el diametro de la Al 242
mm continuaron siendo predictores independientes del desarrollo de la FA. Mientras que

la edad y el polimorfismo COL1A1 (2046G>T) perdieron significacion (Tabla 5.13).

TABLA 5.13 ANALISIS DE REGRESION MULTIVARIADO: DESARROLLO DE FA.

HR (IC 95%) p
Edad 1,01 (IC 95% 0,97-1,03) 0,832
FA previa 2,81 (IC 95% 1,09-7,23) 0,033
Diametro Al 2 42mm 2,69 (IC 95% 1,01-7,18) 0,048
CYP11B2 (-344C>T) 3,02 (IC 95% 1,01-8,99) 0,047
COL1A1 (2046G>T) 0,61 (IC 95% 0,28-1,34) 0,219

5.4.1 Niveles de aldosterona y el polimorfismo CYP11B2 (-
344T>C)

Se realizé una determinacion de los niveles de aldosterona en 159 pacientes con
MCH (72,5% varones, edad media 49,8 * 15,3). Los pacientes portadores del genotipo
silvestre CYP11B2 -344T/T presentaban una concentracion mediana de aldosterona de
52 pg/mL (RIC 31-60), menor que la de los portadores de un alelo polimérfico CYP11B2
-344T/C que presentaban una mediana de 95,5 pg/mL (RIC 70,2-127,5) y que la de los
pacientes portadores de dos alelos CYP11B2 -344C/C de 209.5 pg/mL (RIC 155,7-
268,7). La prueba de Kruskal-Wallis confirmé que los niveles de aldosterona se
asociaban significativamente con la presencia del alelo polimérfico CYP11B2 -344C

(Figura 19).
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Figura 19: Concentracién de aldosterona en funcién de la presencia del polimorfismo
CYP11B2 -344T>C. TT, genotipo -344T/T; TC, genotipo -344T/C; CC: genotipo -344C/C.

5.5 EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS EN GENES NO
SARCOMERICOS EN LA INCIDENCIA DE__INGRESO
HOSPITALARIO URGENTE EN PACIENTES CON MCH.

Durante el seguimiento 36 (21,4%) pacientes tuvieron que ser hospitalizados de
forma urgente (Tabla 5.14): 5 (13,9%) por insuficiencia cardiaca, 10 (27,8%) por
arritmias auriculares, 3 (8,3%) por arritmias ventriculares, 8 (22,2%) por isquemia
miocardica, 5 (13,9%) por ictus y 5 (13,9%) por otros motivos (uno por sincope, uno por
palpitaciones y 3 por causas no cardiovasculares). La tasa de hospitalizaciéon fue de
8,75% por afio. No hubo episodios de MS durante el seguimiento en nuestros pacientes,

si bien se registraron dos episodios de descarga apropiada del DAI.
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De los 8 ingresos por isquemia miocardica, 5 pacientes tenian coronarias sin
lesiones en la angiografia, un paciente presentd un claro desencadenante
hemodinamico y otro presenté angina en el contexto de dolor por trombosis mesentérica.

En uno de los pacientes que se presenté con angina y shock cardiogénico, no se pudo

realizar una coronariografia debido a la adopcién de una actitud conservadora.

TABLA 5.14 INGRESOS HOSPITALARIOS URGENTES DURANTE EL SEGUIMIENTO.

Causa Pacientes, n (%) Tasa anual (%/afio)
Insuficiencia cardiaca 5 (13,9) 1,21
Arritmias auriculares 10 (27,8) 2,42
Arritmias 3(8.3) 072
ventriculares

Isquemia miocardica 8 (22,2) 1,94

Ictus 5 (13,9) 1,21

Otras causas 5 (13,9) 1,21

Total 36 8,71

El analisis de supervivencia (regresion de Cox) mostré que tanto la edad [HR:
1.03 (IC 95% 1.00-1.06); p=0.023] como el sexo masculino [HR: 2.31 (IC 95% 1.97-

4.47); p=0.013] se asociaban a la hospitalizacion urgente (Tabla 5.15).
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TABLA 5.15 ANALISIS DE REGRESION: VARIABLES CLINICAS E INGRESO

HOSPITALARIO URGENTE.

Edad

Sexo

FA previa

HTA

DM

Enfermedad arterial coronaria
Gradiente subadrtico >30 mmHg
RTG

NYHA

FEVI (%)

Respuesta anormal de la TA
IECA

ARAII

Disopiramida

Amiodarona

Beta-blogueantes

HR (IC 95%)

1,03 (1,00-1,06)
2,31 (1,97-4,47)
1,81 (0,85-3,86)
1,56 (0,72-3,35)
0,70 (0,15-3,36)
1,62 (0,76-3,46)
1,03 (0,52-2,07)
0,96 (0,86-1,07)
1,50 (0,84-2,68)
0,97 (0,93-1,01)
1,76 (0,79-3,92)
0,46 (0,10-2,11)
1,58 (0,52-4,83)
0,75 (0,20-2,76)
1,56 (0,72-3,40)

1,74 (0,79-3,83)

p

0,023

0,013

0,122

0,259

0,656

0,212

0,925

0,487

0,173

0,207

0,168

0,319

0,423

0,667

0,261

0,172

El estudio univariante (regresion de Cox) de los 9 polimorfismos identificé a la

ausencia del polimorfismo del gen COL1A1, esto es, genotipo COL1A1 2046G/G, como

un factor asociado a la hospitalizacion urgente [HR: 2,67 (IC 95% 1,25-5,68); p=0,011].
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Del mismo modo, los portadores homocigotos del polimorfismo de ADRB1, genotipo
ADRBL1 1165C/C, presentaban un mayor riesgo de ingreso hospitalario [HR: 2,16 (1,11-
4,21); p=0,024]. El resto de polimorfismos estudiados no mostraron esta asociacion,

Tabla 5.16.

TABLA 5.16 ANALISIS DE REGRESION: POLIMORFISMOS E INGRESO
HOSPITALARIO URGENTE.

HR (IC 95%) b
ACE DIl 0,79 (0,48-1,30) 0,354
AGTR1 1166A>C 0,78 (0,46-1,33) 0,361
CYP11B2 -344C>T 0,92 (0,58-1,46) 0,721
COL1A1 2046G/G 2,67 (1,25-5,68) 0,011
RETN 420C>G 1,09 (0,66-1,81) 0,736
ADRB1 1165C/C 2,16 (1,11-4,21) 0,024
(F’Ppégfgm 1444G>A 1,19 (0,73-1,94) 0,494
gﬁ%?’s) 894T>G 1,01 (0,69-1,49) 0,967
CALM3 34T>A 1,27 (0,71-2,27) 0,425

Tanto los no portadores del polimorfismo del gen COL1A1 (genotipo 2046G/G)
como los homocigotos para el polimorfismo del gen ADRB1 (genotipo 1165C/C) tuvieron
una peor supervivencia libre de eventos en el seguimiento [Log rank p= 0,008 y 0,020,

respectivamente], Figura 20.
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Figura 20: A, curvas de supervivencia en funcion de la presencia (verde) o ausencia (azul) del
polimorfismo COL1A1 2046T. B, curvas de supervivencia en funcién de la ausencia (verde) o
presencia (azul) de homocigosis ADBR1 1165C.

En el andlisis multivariado tanto la edad como la ausencia del polimorfismo del
gen COL1A1 (genotipo 2046G/G) continuaron asociados de forma independiente con el
ingreso hospitalario. Sin embargo, la homocigosis para el polimorfismo del gen ADRB1
(genotipo 1165C/C) no alcanz6 por poco la significacién estadistica, como tampoco lo

hicieron el sexo y la FA previa (Tabla 5.17).

TABLA 5.17 ANALISIS DE REGRESION MULTIVARIADO: INGRESO URGENTE.

HR (IC 95%) p
Edad 1,03 (IC 95% 1,00-1,05) 0,047
Sexo 1,81 (0,88-3,71) 0,105
FA previa 1,22 (0,53-2,78) 0,641
ADRBL1 (1165C/C) 1,98 (0,99-4,02) 0,057
COL1A1 (2046G/G) 2,76 (1,26-6,05) 0,011
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Como la DM ejerce una influencia en el reemplazo del colageno en el cual esta
implicado el gen COL1A1 se analiz6 en mayor profundidad esta posible relacion. La
proporcion de pacientes con DM en los grupos que ingresaron de forma urgente y los
que no fueron similares (17,0% vs 22,2%, respectivamente; p = 0,654). A pesar de ello,
se realiz6 un nuevo andlisis tras excluir a los pacientes diabéticos del analisis, la
asociacion entre el polimorfismo y la hospitalizacion urgente continu6é siendo

significativa [HR 3,76 (IC 95% 1,44-9,80) p=0,007].
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DISCUSION

6.1 EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS EN GENES NO
SARCOMERICOS EN LA FIBROSIS CARDIACA EN PACIENTES
CON MCH.

La fibrosis intersticial es una de las principales caracteristicas microscépicas de
la MCH. La RMC permite la caracterizacion tisular mediante el RTG y de este modo
permite el estudio in vivo de la fibrosis miocérdica. Esta fibrosis se produce por
expansion de la matriz extracelular por aumento de las fibras de colageno tipo I y Il

(177).

Se conoce que en la MCH existe un aumento del recambio del colageno tipo |y
gue predomina su sintesis frente a su degradacion. En este sentido se ha descrito
alteraciones en las metaloproteinasas de la matriz (MMP, matrix metalloproteinase), una
familia de proteinasas dependientes de zinc que participan en la degradacién de
distintos componentes de la matriz extracelular. Asi, nuestro grupo describié como en
pacientes con MCH la concentracion de MMP-1 se encuentran disminuida
(indetectables en méas del 50% de los pacientes) y las de MMP-2 y MMP-9 se encuentran
elevadas respecto a controles sanos, y ademas, los valores de MMP-9 se asociaban
con la presencia de RTG en la RMC (213). Por otro lado, los valores del propéptido
carboxi-terminal del procolageno tipo | (PICP), un marcador sérico de la sintesis de
colageno, se encuentran elevados en los pacientes con MCH (179). Y aln mas, los
pacientes portadores de una mutacion en un gen sarcomeérico asociada a MCH pero sin
expresion detectable de la enfermedad con los actuales métodos diagndésticos
(ecocardiografia, RMC, RTG) presentan valores intermedios de PICP entre pacientes
con MCH evidente y controles sanos (228). Lo que refuerza la importancia de la fibrosis

aun en fases iniciales de la enfermedad.

119



DISCUSION

La detecciéon de esta fibrosis intersticial mediante el RTG tiene implicaciones
importantes ya que se asocia con una peor capacidad funcional de estos pacientes,
medida en la ergometria (85), con la presencia de episodios de TVNS en el holter-ECG,
con un mayor grosor ventricular y con la agrupacion de factores de MS (86). Por otro
lado, se asocia con la identificacion de mutaciones en genes sarcoméricos (229) en los
analisis genéticos. Y a medida que los seguimientos de las cohortes han sido mas
largos, se ha podido relacionar con una mayor incidencia de eventos adversos en el
seguimiento (230) y con una mayor mortalidad por todas las causas y por causas

cardiovasculares (231).

En el presente trabajo se ha podido demostrar como el polimorfismo en la regién
promotora de gen RETN (-420C>G) se asocia con la fibrosis cardiaca valorada mediante
el aumento del nimero de segmentos con RTG en la RMC, después de ajustar por
potenciales factores de confusion. Es mas, esta asociacion era aun mas fuerte tras
retirar del andlisis a los pacientes con HTA o DM que actuaban como factores de

confusion.

Previamente este polimorfismo se ha asociado con la obesidad, la sensibilidad a
la insulina, el sindrome metabdlico y la DM tipo 2 en poblaciones asiaticas
(189,190,232,233), egipcios (234) e italianos (235). Su papel en la patogénesis de la
arteriosclerosis también esté siendo investigado. Asi, el polimorfismo del gen RETN (-
420C>G) se ha asociado con un mayor riesgo de enfermedad arterial coronaria en
poblacidn china (236) pero no se ha asociado con aterosclerosis carotidea ni coronaria

en poblaciones europea y caucasica (235,237).

Otros grupos habian demostrado que el polimorfismo del gen RETN (-420C>G)

se asocia con valores elevados de ARNm de resistina (190,238). En el presente estudio
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se puede apreciar como este polimorfismo se asocia a los valores de resistina
circulante. Asi, los individuos portadores del alelo RETN -420G presentaban una
concentracion circulante de resistina proporcional al nimero de alelos polimérficos que
poseian. Estos hallazgos se han identificado también (con aumento de los niveles de
ARNmM) en poblaciones de asiaticos (190,232) y de americanos caucasicos (237), pero
no en la cohorte del Framingham Offspring Study (239).Hasta el presente estudio no se
habia asociado previamente el polimorfismo del gen RETN (-420C>G) con la fibrosis
miocardica en la MCH. Se conocia que el polimorfismo se asocia con un mayor riesgo
de MCH en un estudio de casos y controles (240), pero el mecanismo fisiopatélogico

que pueda justificarlo seguia sin estar dilucidado.

Estudios con cultivos de miocitos neonatales de ventriculos de rata que
sobreexpresan RETN mediante transfeccidon con adenovirus aportan datos atractivos.
Esta sobreexpresion de RETN en cardiomiocitos neonatales producia un aumento
significativo del tamafio celular, de la expresion de factor natriurético atrial y de la
expresion de la cadena pesada de la beta-miosina. La sobreexpresion de resistina en
cultivos de cardiomiocitos adultos alteraba de forma significativa la mecanica de éstos,
disminuyendo la contractilidad y disminuyendo la velocidad de contraccién y relajacion
de estos (191). Estos interesantes hallazgos en la fisiopatologia todavia no se han

validado en humanos.

Aunque se conoce poco sobre la fisiopatologia de la resistina en la MCH
podriamos formular la hipétesis de que el polimorfismo RETN -420G genere una mayor
cantidad de ARNm y éste se traduzca en unos valores elevados de resistina circulante
que favorezcan la fibrosis cardiaca, que es una de las principales caracteristicas de la

MCH.
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Apoyando esta hipotesis se puede observar el hallazgo de una mayor fibrosis
cardiaca en los portadores del alelo RETN -420G, no sélo en la RMC, sino también en

las muestras obtenidas de las miectomias de pacientes con MCH.

El resto de polimorfismos estudiados, incluyendo los del SRAA, no se asociaron
de forma significativa con la fibrosis miocardica. Un estudio de la Clinica Mayo, que
analizo la fibrosis miocéardica (con tincion tricromica de Masson) en muestras de
miectomia, realizadas entre enero de 2001 y diciembre de 2004, fue publicado en 2009.
Incluyé 59 pacientes con MCH con una edad similar a la nuestra 49+15 y tampoco
encontrd asociacion significativa entre los polimorfismos del SRAA y el grado de fibrosis
(241). En otro estudio mas amplio del mismo grupo, que incluyé muestras de miectomia
de 181 pacientes entre 1999 y 2002 pudieron observar como la Unica caracteristica
microscopica que se asociaba de forma significativa con los polimorfismos del SRAA
era la mayor severidad de la hipertrofia de los miocitos, sin objetivar asociacion con el
grado de fibrosis o disarray. Curiosamente, tras analizar la presencia o ausencia de
mutaciones en 8 genes sarcoméricos, solo pudieron asociar la presencia de mutaciones

conocidas con la mayor severidad de la hipertrofia de los miocitos (173).

Se podria sugerir la hipotesis de que la hipertrofia (definida por ecocardiografia
0 RMC) asociada a los polimorfismos del SRAA se debe a un mayor efecto sobre la
hipertrofia celular y la asociada al polimorfismo de RETN se debe a una mayor

expansion de la matriz extracelular.

Otra posible explicacién es que el efecto modulador del polimorfismo dependa o
sea mas manifiesto en funcién de la mutacién sarcomérica causal. Apoyando esta

hipotesis encontramos que el efecto de los polimorfismos del SRAA en general (138) y
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en concreto del ACE D/l (150) parecen ser mas marcados en pacientes portadores de

mutaciones en el gen sarcomérico MYBPC3.

6.2 EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS EN GENES NO
SARCOMERICOS EN LA INCIDENCIA DE FA EN PACIENTES
CON MCH.

Se estima que la prevalencia de la FA en pacientes con MCH se encuentra en
torno a un 22% vy su incidencia anual en torno a un 3% (117). En la presente serie,
partiendo de una prevalencia significativamente menor (13,1%) se observé una

incidencia anual superior (9,75%).

El desarrollo de FA en estos pacientes tiene una gran trascendencia. Por un lado,
se asocia con una elevada prevalencia (27,09%) e incidencia (3,75% anual) de eventos
tromboembdlicos. Por otro, deteriora su capacidad funcional, de modo que presentan
una menor capacidad de ejercicio en la ergoespirometria y una mayor intolerancia al
ejercicio, incluso aunque se encuentren en ritmo sinusal en el momento de la prueba
(242). Y lo que es peor, aumenta la mortalidad con un aumento de muertes por

insuficiencia cardiaca y muertes por ictus (58,111).

El SRAA parece jugar un importante papel en el desarrollo de la FA. Asi, en un
metaandlisis que incluyd 23 estudios aleatorizados y mas de 87.000 pacientes
(hipertensos, postinfarto de miocardio o con insuficiencia cardiaca) quedd patente el
beneficio de la inhibicion del SRAA en la prevencion primaria y secundaria de la FA

(243). Y de hecho, las actuales guias de practica clinica europeas de FA dan opcién al
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bloqueo del SRAA para prevencion de FA principalmente en presencia de cardiopatia

estructural (106).

La aldosterona es la principal hormona mineralcorticoide y tiene un importante
papel en la fibrosis y el remodelado cardiaco (244). La aldosterona induce directamente
hipertrofia de los miocardiocitos a través de la activacion de los receptores de
mineralcorticoides que se encuentran en el ndcleo y afecta a la expresion de genes
especificos en el nicleo celular. La aldosterona se sintetiza principalmente en la corteza
adrenal de las glandulas suprarrenales por la aldosterona sintetasa, CYP11B2. Pero
también se produce en el corazén, especialmente en los pacientes con MCH que
presentan una concentracion de ARNm de aldosterona sintetasa 7 veces mayor frente
a corazones procedentes de individuos sanos ajustados por edad y sexo (90). La
aldosterona también parece desempefiar un papel en la estructura auricular y en el
remodelado eléctrico mediante el aumento de la sintesis de colageno y la apoptosis de
miocardiocitos (245). El blogueo del receptor de la aldosterona empleando
espironolactona ha demostrado prevenir la aparicion del FA en un modelo canino, asi
como disminuir la apoptosis, la fibrosis auricular y la dilatacién auricular (246). En un
estudio reciente, en un modelo murino de FA, la torasemida (pero no la furosemida)
ejercio un efecto inhibidor sobre la CYP11B2 y se asocié con la prevencion de la fibrosis
auricular y el desarrollo de FA (247). Estos datos resaltan el importante papel que
desempefia la aldosterona en la fibrosis y el desarrollo de FA y apuntan hacia una

posible diana terapéutica en esta patologia.

En el presente estudio se puede observar por primera vez cémo el polimorfismo
de la regién reguladora del gen de la aldosterona sintetasa, CYP11B2 -344C>T, es un
predictor independiente del desarrollo de la FA en los pacientes con MCH. Este

polimorfismo ha suscitado interés por su papel en el desarrollo de FA en los Ultimos
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afios, tanto en poblacion general como en pacientes con distintas patologias
cardiolégicas. Asi, se ha asociado al desarrollo de FA en poblacion general e hipertensa
asiatica (248,249). En pacientes afroamericanos y caucasicos con insuficiencia cardiaca

también se ha asociado con el desarrollo de FA (250,251).

En pacientes con MCH, un estudio previo que habian estudiado el efecto de
polimorfismos del SRAA en parametros morfofuncionales cardiacos de pacientes con
MCH, no consigui6 identificar la asociacién entre el polimorfismo CYP11B2 -344C>T y
el desarrollo de FA (252). Este estudio incluyo 55 pacientes (24 hombres y 31 mujeres)
con una edad de 46,3 + 11,6 afos. El bajo tamafio muestral pudo impedir la deteccion

de un efecto significativo de este polimorfismo.

La posicion -344 del gen CYP11B2 esta inmediatamente adyacente a la zona de
union del factor de transcripcién SF-1, que se piensa que posee un papel esencial en la
expresion de enzimas involucradas en la biosintesis esteroidea en la corteza adrenal
(168). En estudios in vitro el alelo CYP11B2 -344C se une al SF-1 unas 4 veces mas
fuerte que el alelo -344T, esto parece afectar a la transcripcién y se relaciona con el
aumento en la produccién y en la concentracion de aldosterona que puede observarse

en los pacientes portadores del alelo -344C (253,254).

En el presente estudio de investigacion también se muestra cémo los valores de
aldosterona aumentaban progresivamente en funcién del polimorfismo. De forma que
los portadores de un alelo -344C presentaban un aumento cercano al 100% en los
valores respecto a los pacientes sin este alelo, y los portadores de dos alelos -344C
presentaban un aumento en torno al 200% en la concentracioén de aldosterona. Este
aumento en la expresion del gen CYP11B2 inducido por el alelo -344C, puede causar

un aumento en la concentracién tisular de aldosterona, que dé lugar a un aumento en
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la fibrosis auricular que es el adecuado sustrato para el desarrollo de la FA. Este
remodelado estructural favorece la disociacion eléctrica entre las bandas musculares y
la heterogeneidad de conduccion local que facilitan tanto la iniciacibn como la

perpetuacion de la FA.

No se observa una asociacion estadisticamente significativa con el resto de los
polimorfismos estudiados. Si bien, el polimorfismo COL1A1 2046G>T presentd una
tendencia, aunque no estadisticamente significativa, que le conferia un papel protector

ante el desarrollo de la FA en el seguimiento.

En el presente estudio se observa como el diametro de la Al también se asociaba
de forma independiente con el desarrollo de FA. Esto es congruente con otros estudios
que han mostrado que el tamafio de la Al se asocia con el desarrollo de FA tanto en
poblacién general como en pacientes con MCH (5,106). El remodelado que acompafa
a la dilatacion de las auriculas proporciona un sustrato electroanatémico con multiples
y pequefos circuitos reentrantantes que estabilizan la FA. Sélo sera necesaria una
extrasistole en el momento adecuado, procedente de las venas pulmonares o de otros

origenes, para iniciar la FA.

También se encontré como episodios previos de FA favorecian el desarrollo de
FA durante el seguimiento, como estaba previamente descrito en la literatura. La FA,
per se, acorta la refractariedad de la auricula y produce pérdida de su contractilidad. De
este modo contribuye a modificar el sustrato electroanatdbmico que favorece la

perpetuacion de la arritmia (255).
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6.3. EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS EN GENES NO
SARCOMERICOS EN LA INCIDENCIA DE___INGRESO
HOSPITALARIO URGENTE EN PACIENTES CON MCH.

Durante el seguimiento no se produjo ninguna muerte, sin embargo se
registraron dos descargas apropiadas de DAI (0,49% al afo). Esto concuerda con la
percepcion actual de la enfermedad que permite una expectativa de vida normal, con
una baja mortalidad anual en pacientes adultos (0,5% al afio) similar a la de mortalidad
por todas las causas en poblacion general (37). Sin embargo, la morbilidad no fue
despreciable. Como en otras patologias, la edad fue un factor de riesgo independiente

de eventos adversos que requirieron ingreso urgente.

Este es el primer estudio que muestra que el alelo polimérfico COL1AL1 2046T
es un factor predictor independiente de prondstico mas favorable en pacientes con MCH

a través de una menor necesidad de ingreso hospitalario urgente.

Este polimorfismo afecta a una zona reguladora en el primer intron del gen
COL1A1 que es reconocida por el factor de transcripcibn Spl y constituye una
importante zona en la regulacién de la transcripcion del colageno. Este factor de
transcripcién Spl forma parte la familia de factores de transcripcion Sp/KLF (specificity
protein/Krippel-like factor). Esta formado por 785 aminoacidos y es capaz de unirse

directamente al ADN y aumentar la transcripcion de genes.

El efecto funcional del polimorfismo COL1Al1 2046T da lugar a una mayor
transcripcién del gen y a una mayor cantidad de ARN mensajero (traduccién). Y
finalmente de una mayor cantidad de proteina colageno | tipo al.

Es conocido que los individuos no portadores del polimorfismo (genotipo 2046G/G)
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presentan dos proteinas al por cada proteina a2, sin embargo los portadores del
polimorfismo 2046G/T presentan una cantidad mayor de proteina al (relacion 2,3:1).
Este exceso de cadenas al de alguna manera interfiere en las cualidades biofisicas de

las fibrillas de coldgeno que genera una reduccién del limite elastico (256).

El polimorfismo COL1Al1 2046T produce una reduccién en la fuerza de los
huesos al afectar la densidad y la calidad del tejido como ha sido descrito previamente
(256). De hecho, se ha asociado con una reduccién de la mineralizacion dsea e incluso
puede predisponer a fracturas vertebrales incidentales en mujeres independientemente
de la densidad mineral 6sea (257). Este polimorfismo también tiene implicaciones en
otras estructuras-patologias donde las fibras de colageno tienen un papel importante.
Asi a nivel musculoesquelético se asocia con patologia de los tejidos blandos como la
ruptura de los ligamentos cruzados, la dislocacion de hombro (183) y el prolapso de
organos pélvicos en mujeres (184). A nivel de la patologia cardiovascular, se ha
propuesto que puede desempefiar un papel en la distension arterial (185) y en el infarto
de miocardio (186). Sin embargo, también se han presentado resultados que mostraron

falta de estas asociaciones por lo que su efecto funcional es todavia controvertido.

La matriz extracelular es una estructura dinamica implicada en el control de
numerosas funciones y juega un papel central en la adaptacion miocardica al estrés
mediante la facilitacion del remodelado (176). El aumento de la matriz extracelular lleva
a la fibrosis intersticial mediante el aumento del colageno tipo | y Il (177). Estudios
previos maostraron como el recambio del coldgeno esta aumentado en pacientes con
MCH, en los que predomina la sintesis del colageno tipo | frente a su degradacion
(178,213). Ademas, en un estudio previo, nuestro grupo investigd las implicaciones de
péptidos del colageno en el remodelado tisular y el prondstico clinico (258).

Encontramos que diferentes péptidos del colageno I/lll se asociaban con importantes
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factores clinicos (sincope recurrente, historia de MS familiar, maximo grosor ventricular).
Lo cual muestra la complejidad de los procesos que estan implicados en la fisiopatologia

de la MCH.

De este modo COL1Al (2046G>T), un polimorfismo que afecta al principal
componente de la fibrosis intersticial y da lugar a cambios en sus propiedades
biomecénicas y fisicas y afecta a su recambio, podria explicar las diferencias en eventos

clinicos que aprecia en la presente serie.

El resto de polimorfismos no mostrd una asociacion significativa con los ingresos
urgentes en los pacientes con MCH. Aun asi, el polimorfismo del gen ADRB1 (1165G>C)
mostré una clara tendencia hacia un peor prondstico en los pacientes portadores del

polimorfismo ADRB1 1165G en homocigosis (genotipo 1165C/C).

El receptor adrenérgico 1 es una proteina que se encuentra en la superficie
celular del corazén y otros érganos y tiene un papel fundamental en mediar el efecto de
las catecolaminas del sistema nervioso simpatico. Su polimorfismo ADRB1 1165G se
asocia con una actividad basal ligeramente elevada de la adenilato ciclasa, con una
aumento de la sensibilidad a la estimulacién y con una respuesta a la estimulacion tres

veces mayor en la actividad de la adenilato ciclasa (193).

La estimulacién crénica del receptor adrenérgico B1 lleva a la hipertrofia 'y a la
insuficiencia cardiaca en ratones transgénicos que sobreexpresan este receptor (192).
Curiosamente se ha publicado recientemente un modelo parecido de sobreexpresion de
este receptor en humanos. Las hormonas tiroideas son un importante elemento
regulador de la expresién del gen ADBR1 y de la densidad del receptor adrenérgico 31

en el miocardio. Asi, la expresion de su gen durante la tirotoxicosis se encuentra
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considerablemente aumentada. Su polimorfismo ADBR1 1165G se ha relacionado

recientemente con hipertrofia ventricular en humanos con tirotoxicosis (196).

En humanos, el polimorfismo ADRB1 1165G se ha relacionado con un aumento
del riesgo de insuficiencia cardiaca congestiva (194) y con una mejor respuesta al
tratamiento con betabloqueantes en pacientes con insuficiencia cardiaca (195). Esta
variante genética podria explicar las diferencias en las caracteristicas fisiopatologicas
que confieren un mayor riesgo de HVI en HTA esencial (259), que es una caracteristica
comun en la HTA y un poderoso factor de riesgo independiente de morbimortalidad
cardiovascular. Ademas, este polimorfismo se ha asociado con el desarrollo de FA en

pacientes con insuficiencia cardiaca con FS deprimida (260).

De este modo, un polimorfismo del gen ADBR1 que da lugar a un receptor con
actividad aumentada y asociado con eventos clinicos relevantes en otras patologias
cardiovasculares podria tener un papel en el pronéstico de los pacientes con MCH. Si

bien, el presente estudio no ha sido capaz de demostrar dicha asociacion.

6.4 LIMITACIONES

El presenta trabajo tiene una serie de limitaciones que han de tenerse en cuenta.

El estudio incluyé pacientes de tres centros espafioles con poblacion
principalmente caucasica, por lo que la extrapolacion de los resultados a otros grupos
étnicos debe realizarse con precaucion. Y ademas, los pacientes procedian de tres
consultas monograficas de MCH y esto podria introducir sesgos en la selecciéon de los
pacientes mas sintomaticos y con peor prondstico. Sin embargo, la tasa de eventos

duros fue baja y comparable con otras series actuales y menos seleccionadas.
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El tamafio de la muestra del estudio fue relativamente limitado, lo que podria dar
lugar a pérdida de significacion estadistica en algunos andlisis. Esto nos puede llevar a
no detectar una asociacion real entre alguno de los polimorfismos estudiados y su efecto
sobre la fibrosis, el desarrollo de FA o el ingreso hospitalario urgente. Estudios mas

amplios son necesarios para confirmar nuestras observaciones.

Como los pacientes fueron incluidos tras realizar una RMC, los pacientes
previamente portadores de marcapasos o DAI no se realizaron la RMC y no fueron
incluidos. Y asi, un grupo de pacientes con un potencial peor prondstico pudo quedar
excluido del estudio. Sin embargo, en la época de inclusion de los pacientes, la
indicacion de DAI en prevencion primaria en estos pacientes era baja en nuestro medio,
asi como la necesidad de estimulacion ventricular en estos pacientes, de forma que la

exclusién de pacientes por este motivo fue minima.

La deteccion de episodios asintomaticos de FA puedo pasar desapercibida. A
los pacientes se les realizaba un ECGs y holter-ECG independientemente de los
sintomas, o si los sintomas o la exploraciéon sugerian la presencia de arritmias. Sin

embargo, episodios de FA paroxistica asintomaticos pudieron no ser detectados.

6.5 IMPLICACIONES FUTURAS

Los hallazgos de nuestro estudio resaltan el papel de los polimorfismos
estudiados en genes no sarcomeéricos tanto en el sustrato anatémico de la propia MCH
con en el desarrollo de relevantes eventos clinicos durante la evolucion de estos
pacientes. Su aplicacién en la clinica podria permitir perfilar mejor el pronéstico de estos
pacientes, asi como orientar hacia posibles dianas terapéuticas que modifiquen el

sustrato anatémico y el pronéstico de nuestros pacientes.
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CONCLUSIONES

CONCLUSION 1:
El polimorfismo en la regién promotora del gen de la resistina, RETN -420C>G, se asocia
de manera significativa con la fibrosis cardiaca en pacientes con miocardiopatia

hipertrofica.

Conclusion 1.1:
El polimorfismo en la region promotora del gen de la resistina, RETN -420C>G,
se asocia de manera significativa con un incremento en el nimero de segmentos

que presentan realce tardio con gadolinio en la resonancia magnética cardiaca.

Conclusién 1.2:
El polimorfismo en la region promotora del gen de la resistina, RETN -420C>G,
se asocia de manera significativa con el grado de fibrosis miocardica en muestras

de tejido miocéardico obtenidas por miectomia.

CONCLUSION 2:
La presencia del polimorfismo de la region promotora de la aldosterona sintetasa,
CYP11B2 -344C>T, se asocia de manera significativa con el desarrollo de fibrilacién

auricular en los pacientes con miocardiopatia hipertrofica.

CONCLUSION 3:
El polimorfismo del gen de la cadena a1 del colageno tipo |, COL1A1  2046G>T, es
un predictor independiente del prondstico en pacientes con miocardiopatia hipertrofica,

evaluado mediante la necesidad de ingreso hospitalario urgente.
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ANEXO Il
CONSENTIMIENTO INFORMADO



DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
RED VALENCIANA DE BIOBANCOS

BIOBANCO: HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE ELCHE

DONANTE:

ACERCA DE LA DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA
INVESTIGACION

1.- IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

El procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente muestra/s bioldgica/s de
sangre y/o tejidos. Estas muestras biolégicas podran ser utilizadas en proyectos de investigacion
biomédica, cientificamente aprobados.

Las muestras que done se almacenaran en el biobanco arriba indicado que forma parte de la
Red Valenciana de Biobancos, autorizado por la administracién autonémica y que cumple con los
requerimientos establecidos en la normativa vigente.

Sus muestras s6lo podran ser utilizadas en proyectos de investigacion avalados cientificamente
gue previamente sean aprobados por los comités externos a los que esté adscrito este biobanco,
incluyendo el Comité de Etica para la Investigacion. En ocasiones dichos estudios se realizaran
fuera del centro en el que ha sido atendido/a.

Las muestras seguirdn almacenadas en el biobanco hasta el fin de las existencias si no existe
una revocacion del presente consentimiento.

2.- OBJETIVO

El HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE ELCHE dispone de un biobanco donde se
depositard sus muestras, constituido con la finalidad de recoger y almacenar muestras biolégicas
humanas para realizar proyectos de investigacion biomédica o diagnésticos. Los resultados
derivados de dichos proyectos de investigacion pueden derivar en el descubrimiento de métodos
para el mejor diagnostico de las enfermedades y medicinas para tratar enfermedades.

3.- BENEFICIOS ESPERADOS

No percibira ninguna compensacion econémica o de otro tipo por las muestras donadas y éstas
no tendran valor comercial. Sin embargo, si las investigaciones que se pudieran realizar tuvieran
éxito, podrian ayudar en el futuro a pacientes que tienen la misma enfermedad o padecen otras
enfermedades similares.

Las muestras de los tejidos y/o sangre no seran vendidas o distribuidas a terceros con fines
comerciales pero los costes de conservacion y envio se cubriran sobre una base sin animo de
lucro.

La donacion de muestras no impedird que usted o su familia puedan hacer uso de ellas siempre
gue estén disponibles, cuando por razones de salud puedan ser necesarias.



4.- CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU REALIZACION

Sélo si usted lo desea, existe la posibilidad de que pueda ser contactado en el futuro para
completar o actualizar la informacién de la que contamos en este momento y/o de tomar una
nueva muestra que pudiera ser interesante en el desarrollo de la investigacion biomédica, en cuyo
caso volvera a ser informado/a de la situacién y tendra la libertad de participar o declinar dicha
participacion.

Es posible que los estudios realizados sobre sus muestras aporten informacién relevante para
su salud o la de sus familiares. Tiene derecho tanto a ser informado como a que no se le informe
de sus datos genéticos y otros datos personales obtenidos en la investigacion. A estos efectos, se
entendera que no desea recibir tal informacion salvo que manifieste lo contrario, utilizando para
ello el formulario que tiene a su disposicién en el centro en el que esta siendo atendido.

Estos datos pueden repercutir en algunos miembros de su familia, por lo cual usted valorara la
conveniencia de transmitirles dicha informacion.

5.- CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU NO REALIZACION Y DERECHO DE
REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

La decisién de donar sus muestras de tejidos sobrantes y de sangre es totalmente voluntaria,
pudiendo negarse a donarlas e incluso pudiendo revocar su consentimiento en cualquier
momento, sin tener que dar ninguna explicacion y sin que ello tenga ninguna repercusion en la
atencion médica que recibe en el Centro.

Si decidiera revocar el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que no se
hayan utilizado en la investigacion, sera destruida o anonimizada. Tales efectos, no se extenderan
a los datos resultantes de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo una vez haya
revocado su consentimiento.

6.- RIESGOS

El procedimiento que se le propone, una extraccion sanguinea a través de una puncion de una
vena periférica, es un procedimiento muy seguro, con una frecuencia muy baja de complicaciones,
entre las que se encuentran: hematoma, dolor e infeccién en la zona de la puncién.

7.- PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD

Sus datos personales y de salud seran incorporados y tratados en una base de datos de la que
es responsable el biobanco para llevar a cabo la investigacion descrita en este documento y el
cumplimiento de sus obligaciones legales.

La cesion a otros centros de investigacion, publicos o privados, de sus muestras de tejidos y/o
sangre o de sus derivados, asi como de la informacion contenida en las bases de datos vinculada
a las mismas y a su estado de salud, se realizara mediante un procedimiento de codificacion, esto
es, desligando la informacién que le identifica sustituyéndolo por un codigo.

Asimismo, el titular de los datos personales podra ejercitar los derechos de acceso, rectificacion,
cancelacion y oposicion al tratamiento de datos de caracter personal, y de revocacion del
consentimiento (en este Ultimo caso, conforme al formulario que figura en el apartado 9) en los
términos previstos en la normativa aplicable, dirigiendo al biobanco el escrito correspondiente
firmado por Ud. y copia de documento acreditativo de su identidad.



8.-. DECLARACIONES Y FIRMAS

Declaracion del donante:

DDA de........ aflos de edad, con domicilio en
............................................................................ At B ]\ ] PP VN o
de SIP....covvieiiii,

(D] 5 4 = VTR de........ aflos de edad, con domicilio en
...................................................................................................................... DNI.....................en
calidad de representante (en caso de minoria legal o0 incapacidad) del
PACIENTE. ....uutiiiiiiiii e , con DNL............coee. y n° de
SIP.

DECLARO

Que he sido informado por el profesional de salud abajo firmante:

-Sobre las ventajas e inconvenientes de este procedimiento.

-Sobre el lugar de obtencion, almacenamiento y el proceso que sufrirdn los datos personales y las muestras.
-Que mis muestras y datos personales seran proporcionados de forma codificada a los investigadores que
trabajen con ellas.

-Que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento y solicitar la eliminacién o anonimizacién de
todos mis datos personales y muestras que permanezcan almacenadas o distribuidas. Esta eliminacién no
se extenderia a los datos resultantes de las investigaciones que ya se hubieran llevado a cabo.

- Que en cualquier momento, yo, mi Representante Legal, o Tutor, de conformidad con lo establecido en el
articulo 4, punto 5 de la Ley 14/2007, de 3 de julio, puedo solicitar informacién sobre los datos genéticos y
otros datos personales que se obtengan a partir del analisis de las muestras donadas.

-Que he comprendido la informacién recibida y he podido formular todas las preguntas que he creido
oportunas.

CONSIENTO

-Que el Hospital u otros centros de investigacion, publicos o privados, utilicen mis datos y las muestras,
incluyendo la informacion sobre mi salud, para investigaciones biomédicas, manteniendo siempre la
confidencialidad de mis datos

-Libre y voluntariamente en la donacién voluntaria de

D Mue%tld/s de SAILEIE * e e se e e et e st ettt ittt

-Que yo, mi Representante Legal o Tutor, accedo (marquese si o no) a que el personal de la Red
Valenciana de biobancos me contacte en el futuro en caso de que se estime oportuno afiadir nuevos datos
a los recogidos y/o tomar nuevas muestras

[1Si

] No

[=0e [o TR D IV 4 B ] o - TR
EN e F- T de..cooeviieienn... de 20

Declaracion del profesional de salud:
He informado debidamente al donante

Fdo.: Dr. ANTONIO GARCIA HONRUBIA
DNI, Colegiado N° 03/0309368
En ELCHE a de de 20



9. REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo, D0 ] - TSR UPPPPPPPUPUPPPTN con DNI

..revoco el consentimiento prestado en fecha.......... (o [ S de

20....... y no deseo proseguw la donacién voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada.

Fdo.:

EN a....... de...ovireeiiiiiinns de 20......

Yo, D /DR ettt con DNI
- ...CcOmo representante legal de

D/Dna T o0 ] ¢ DNI............cceee et oL reVOCO el

consentlmlento prestado en fecha .......... (0 = de 20....... y no deseo proseguir la

donacion voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada

Fdo.:



SOLICITUD DE INFORMACION DE DATOS GENETICOS RESULTADO DE LAS
INVESTIGACIONES

RED VALENCIANA DE BIOBANCOS
BIOBANCO: HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE ELCHE

PACIENTE:

[0 - USSR de........ afios de edad, con domicilio
en

............................................................................ Pt b1\ | E
YN de SIP....

(DN ] - VUSROS de........ afios de edad, con domicilio
en

...................................................................................................................... DNI...............
...... en calidad de representante (en caso de minoria legal o incapacidad) del
Q1= 1o [T | , con DNIL.......ccccrrrrniiiinnnnns y n° de

SOLICITO

Ser informado/a del resultado de las investigaciones de la donacion voluntaria realizada
en fecha ....... de..........eoeeeeiide 20, si éstas afectan a mi salud o a la de mi
representado.

Fdo.:



ANEXO Il
CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS



MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA DATOS BASALES

HUV ARRIXACA
Datos identificativos
(pegatina)

FAMILIA

FECHA DEL DIAGNOSTICO

FECHA DE EXTRACCION
HISTORIA DE CARDIOPATIA FAMILIAR
CASO INDICE

1. FRMS

SI/INO COMENTARIO

MS reanimada

TVS

AFMS

Sincope inexplicado

Méaximo grosor = 30mm

RATA

TVNS

2. Antecedentes cardiovasculares

SI/INO COMENTARIO

HTA

DM

DISLIPEMIA

TABAQUISMO

SOBREPESO/
OBESIDAD

NEUMOPATIA
(EPOC/SAQOS)

IR CRONICA

Coronariopatia




MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA DATOS BASALES

OTROS

3. ECG

Si/NO COMENTARIO

RS

FA PAROXISTICA

FA PERSISTENTE

FA PERMANENTE

RITMO DE MP

BLOQUEOS RAMA

4. DISPOSITIVOS

SI/NO | COMENTARIO (TIPO, MODELO...)

MARCAPASOS

DAI

4'. CIRUGIA CARDIACA

FECHA FECHA FECHA
MOTIVO
TIPO INTERVENCION
PROTESIS MITRAL
PLASTIA MITRAL
BYPASS AO-C



MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA

DATOS BASALES

5. OTROS ANTECEDENTES

5 . TRATAMIENTO CRONICO

6. CLINICA

SI/NO ANTECEDENTES

FECHA
ANGINA

DISNEA
PALPITACIONES
SINCOPE
PRESINCOPE

AHORA

SEGUIMIENTO Clase

funcional

7. ECOCARDIOGRAFIA

PREVIA
FECHA

GROSOR MAX VI

DTDVI

PP

DSVI

FA%

FE%

VTD

AHORA

SEGUIMIENTO




MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA DATOS BASALES

VTS

Al

GRADIENTE BASAL
VOLUMEN AURIC
ONDA E

ONDA A

E’

IM

OTRAS
VALVULOPATIAS

8. HOLTER-ECG

PREVIA AHORA SEGUIMIENTO
FECHA
TVNS

FA PAROXISTICA

T. AURICULAR
BAV 1°
BAV 2° TIPO |
BAV 2° TIPO Il
BAV 3°
EV
ESV

9. ERGOMETRIA

PREVIA AHORA SEGUIMIENTO
FECHA
PROTOCOLO
TIEMPO
METS
TVNS

POSITIVIDAD
CLINICA SI/NO



MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA

POSITIVIDAD
ECG SI/NO

POSITIVIDAD
ECO SI/NO

DATOS BASALES

10. RMN

SI/INO
REALIZADA
FIBROSIS

FECHA

COMENTARIO

11. MUESTRAS

IDENTIFICACION
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Atrial fibrillation is predicted by late gadolinium enhancement in hypertrophic cardiomyopathyzpatients

A. Garcia Honrubia', F. Marin?, R. Soler®, J. Gonzalez®, G. De La Morena?, V. Climent’, L. Monserrat’, M. Valdes

"Hospital de Elche, Eiche, Spain; *Hospital Universitario Virgen de la Arixaca, Murcia, Spain; *Universitario de A Coruna, A
Coruna, Spain; *Hospital General Universitario de Alicante, Alicante, Spain

Background: Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is characterised by myocardial hypertrophy, myocyte disarray and interstitial
remodelling with raised amounts of collagen type I/lll. Increased myocardial collagen can be non-invasively assessed by late
gadolinium-enhancement (LGE) using cardiac magnetic resonance imaging. Given that atrial fibrillation (AF) is a common
complication in HCM and that interstitial fibrosis is one of the most important underlying mechanisms in AF development, the aim
of the present study was to assess the prognostic implications of LGE in AF development in a cohort of patients with HCM.

Methods: Two hundred and forty-four patients (50.5+14.9 years; 169 males) with HCM in sinus rhythm were included.
Peripheral bolus injection of Gadolinium-DTPA (0.2mmol/kg) was administered and late contrast-enhanced images were
acquired using a segmented inversion-recovery sequence. Patients were arbitrary divided in three different categories according
to the number of left ventricle segments with LGE: none segment, mild (1-3 segments) and severe enhancement (>4 segments).
A complete follow-up was performed in all patients (789456 days).

Results: 142 patients (58.2%) showed LGE. During follow-up, 35 patients (14.3%) developed AF. Multivariate Cox analysis is
shown in table 1.

Table 1. Multivariate Cox analysis

HR 95%ClI p value
Previous AF 9.08 3.41-24 17 <0.001
Severe LGE 477 1.57-14.48 0.006
Mild LGE 3.79 1.12-12.85 0.032
Obstruction 2.46 1.02-5.92 0.043
Enlarged left atrial diameter 2.32 1.08-4.96 0.031

Conclusions: Late gadolinium-enhancement is independently associated with atrial fibrillation development, even after adjusting
by different confounding variables.

Citation: Garcia Honrubia A, Marin F, Soler R, Gonzalez J, De La Morena G, Climent V, Monserrat L, Valdes M. Atrial fibrillation
is predicted by late gadolinium enhancement in hypertrophic cardiomyopathy patients. European Journal of Heart Failure
Supplements 2009, 8(2), Abstract 405.
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6000-44 - ANALISIS GENETICO DE DOS POLIMORFISMOS EN GENES NO
SARCOMERICOS Y SUS IMPLICACIONES PRONOSTICAS EN PACIENTES CON
MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA

Esteban Orenes-Pifiero, Diana Herndndez Romero, Ana I. Romero-Aniorte, Juan A. Vilchez, Vicente Climent,
Antonio Garcia-Honrubia, Luis Caballero y Mariano Valdés del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, El
Palmar (Murcia), Hospital General Universitario, Alicante y Hospital General Universitario de Elche (Alicante).

Resumen

Introduccion: La miocardiopatia hipertrofica (MCH) se caracteriza por hipertrofia de
cardiomiocitos y fibrosis. Es una enfermedad autosémica dominante debida a mutaciones en genes
del sarcomero. Ha sido descrito una relativa baja tasa de mortalidad en estos pacientes y el diverso
pronostico parece estar determinado por diferentes factores clinicos y demograficos. Se ha sugerido
que cambios en los genes no sarcoméricos podrian contribuir a la gran heterogeneidad observada en
las manifestaciones fenotipicas de esta enfermedad.

Métodos: Se analiz6 2 polimorfismos de genes no sarcoméricos en 165 pacientes de MCH

(50,1 £ 15,0 afos, 70,8% varones) y 136 controles de similares caracteristicas. El polimorfismo del
gen COL1A1 (Colageno tipo I alfa-1) en la region reguladora, provoca una disminucién en su
sintesis. Otro polimorfismo, en el gen del receptor adrenérgico B-1 (ADRB1) se ha asociado a
remodelado del ventriculo izquierdo. Los pacientes se sometieron a una mediana de seguimiento de
49,5 (25,8-77,0) meses, registrando los eventos de nuevo ingreso hospitalario y sus causas.

Resultados: La distribucion de frecuencias alélicas de ambos polimorfismos no mostraron
diferencias entre pacientes y controles (ambos p > 0,05). 35 pacientes (21,2%) necesitaron ingreso
hospitalario durante el sequimiento (18,5% por insuficiencia cardiaca, 22,2% por arritmias
auriculares, 11,1% por arritmias ventriculares, 29,6% por cardiopatia isquémica, 14,8% por ictus y
3,7% por otras causas), con una tasa de ingreso del 8,75% y afno. En el andlisis de Cox se observo
que los pacientes no portadores del alelo polimérfico del gen COL1A1, asi como los portadores del
polimorfismo en homocigosis del gen ADRB1 presentan mayor riesgo de ingreso hospitalario [HR:
3,01 (IC95% 1,36-6,64); p = 0,006], [OR: 2,32 (1,18-6,59); p = 0,015]. El andlisis multivariado tras
ajustar por variables clinicas y demograficas revel6 que tanto la no presencia del alelo polimorfico
de COL1A1 (2046G > T) [HR: 3,02 (1,33-6,84), p = 0,008] como el polimorfismo ADRB1 (R389G) en
homocigosis [OR: 2,01 (1,01-4,31); p = 0,046], permanecieron como variables independientes
predictivas de ingreso hospitalario.

Conclusiones: Nuestro estudio sugiere que los polimorfismo COL1A1 (2046G > T) y ADRB1
(R389G) son predictores independientes de un peor prondstico en pacientes con MCH, apoyando la
importancia de los genes no sarcoméricos en su fenotipo.

0300-8932/$ - See front matter © 2012 Sociedad Espafola de Cardiologia. Publicado por Elsevier
Espafia, S.L. Todos los derechos reservados



Andlisis genético de dos polimorfismos en genes no
sarcomeéricos y sus implicaciones prondsticas en pacientes con
miocardiopatia hipertrofica

Cardiologia
a/mm Esteban Orenes-Pifiero!, Diana Hernandez Romero?, Ana |. Romero-Aniorte!, Juan A.
Vilchez!, Vicente Climent2, Antonio Garcia-Honrubia?3, Luis Caballero! y Mariano Valdés?

1 Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, El Palmar. Murcia; 2 Hospital General
Universitario, Alicante/Alacant; 3 Hospital General Universitario de Elche, Elche/Elx.

Introduccion

La miocardiopatia hipertréfica (MCH) se caracteriza por hipertrofia de cardiomiocitos y fibrosis. Es una enfermedad autosémica
dominante debida a mutaciones en genes del sarcémero. Ha sido descrito una relativa baja tasa de mortalidad en estos pacientes y
el diverso prondstico parece estar determinado por diferentes factores clinicos y demograficos. Se ha sugerido que cambios en los
genes no sarcoméricos podrian contribuir a la gran heterogeneidad observada en las manifestaciones fenotipicas de esta
enfermedad.

Métodos

Se analizaron 2 polimorfismos de genes no sarcoméricos en 168 pacientes de MCH (50.1+15.0 afios, 70.8% varones) y 136
controles de similares caracteristicas. Los pacientes proceden de la consulta externa de tres hospitales (Hospital Universitario
Virgen de la Arrixaca, Murcia; Hospital General Universitario de Alicante y Hospital Universitario de Elche, Alicante). El criterio para
el diagnéstico de MCH fue la presencia de un engrosamiento de la pared del ventriculo mayor de 15 mm sin una causa que
justificara la hipertrofia ventricular. Son pacientes clinicamente estables, en una fase poco avanzada de la enfermedad, sin otras
comorbilidades que pudieran enmascarar el efecto de los biomarcadores y sin cardiopatia isquémica. El polimorfismo del gen
COL1A1 (Coldgeno tipo | alfa-1) en la regién reguladora, provoca una disminucidn en su sintesis. Otro polimorfismo, en el gen del
receptor adrenérgico B -1 (ADRB1) se ha asociado a remodelado del ventriculo izquierdo. Los pacientes se sometieron a una
mediana de seguimiento de 49.5 (25.8-77.0) meses, registrando los eventos de nuevo ingreso hospitalario y sus causas.

Resultados

La distribucion de frecuencias alélicas de ambos polimorfismos no mostraron diferencias entre pacientes y controles (ambos
p>0.05). 36 pacientes (21.5%) necesitaron ingreso hospitalario durante el seguimiento (18.5% por insuficiencia cardiaca, 22.2% por
arritmias auriculares, 11.1% por arritmias ventriculares, 29.6% por cardiopatia isquémica, 14.8% por ictus y 3.7% por otras causas),
con una tasa de ingreso del 8.75% y afo. En el analisis de Cox se observo que los pacientes no portadores del alelo polimérfico del
gen COL1A1, asi como los portadores del polimorfismo en homocigosis del gen ADRB1 presentan mayor riesgo de ingreso
hospitalario [HR: 2.67 (1C95% 1.25-5.68); p=0.011], [HR: 2.16 (1.11-4.21); p=0.015]. El analisis multivariado tras ajustar por variables
clinicas y demograficas reveld que la no presencia del alelo polimdrfico de COL1A1 (2046G>T) [HR: 2.76 (1.26-6.05), p=0.011]
permanecié como variable independiente predictiva de ingreso hospitalario, mientras que el polimorfismo ADRB1 (R389G) en
homocigosis [OR: 1.98 (0.99-4.02); p=0.057], mostrd una clara tendencia.

Presencia polimorfismo COL1A1 Ingreso hopitalario urgente

polimorfismo COL1AL No Si
) 67 27
Porcentaje Porcentaje 52 g
F i Py tajt alid lad n -
e an aoumeac Tabla 5. La presencia del polimorfismo COL1A1 disminuye el nimero de ingresos
Validos  homocigético silvestre "GG" 96 57,1 57,1 57,1 hospitalarios urgentes en pacientes con MCH
heterocigdtico 61 36,3 36,3 93,5 = - " n " "
Polimorfismo ADRB1 en homocigosis Ingreso hopitalario urgente
homocigdtico deletéreo "TT" 11 6,5 6,5 100,0 No Si
Total 168 100,0 100,0 No 77 15
Tabla 3. Frecuencia del polimorfismo en el gen COL1A1 Si 52 21
Tabla 6. La presencia del polimorfismo ADRB1 en homocigosis aumenta el nimero de
. ingresos hospitalarios urgentes en pacientes con MCH
polimorfismo ADRB1
Porcentaje Porcentaje Variable Univariado Multivariado
Frecuencia_| Porcentaje valido acumulado HR (I€95%) P HR (I€95%) P
Validos  homocigotico deletéreo CC 75 44,6 44,6 44,6 Edad 1,03 (1,00-1,06) 0,023 1,03 (1,00-1,05) 0,047
h . Sexo 2,31 (1,97-4,47) 0,013 1,81(0,88-3,71) 0,105
eterocigoto I 446 446 893 FA previa 181(0,85-3,86) 0122 122(0532,78) 0,641
homocigético silvestre GG 18 10,7 10,7 100,0 Obstruccién 1,03 (0,52-2,07) 0,925
Total 168 100,0 100,0 n° segmentos 0,96 (0,86-1,07) 0,487
COL1AT i 2,67 (1,25-5,68, 0,011 2,76 (1,26-6,05 0,011
Tabla 4. Frecuencia del polimorfismo en el gen COL1A1 presé"u? ( ) ¢ )
ADRB1 homocigosis 2,16 (1,11-4,21) 0,024 1,98 (0,99-4,02) 0,057

Tabla 7. Asociacién entre variables clinicas y genéticas y reingreso hospitalario urgente en pacientes con MCH

Conclusion

Nuestro estudio sugiere que el polimorfismo COL1A1 (2046G>T) es un predictor independiente de un peor prondstico en
pacientes con MCH, mientras que el polimorfismo ADRB1 (R389G) muestra una clara tendencia, apoyando la importancia de los
genes no sarcoméricos en el fenotipo de MCH.
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Resumen

Introduccion: La miocardiopatia hipertrofica (MCH) se caracteriza por hipertrofia de
cardiomiocitos y fibrosis. Es una enfermedad autosémica dominante con mas de 400 mutaciones en
genes del sarcomero; ademas, mutaciones en los genes no sarcoméricos participan en la
heterogeneidad fenotipica de la enfermedad. El desarrollo de fibrosis miocardica puede ser
estudiado de manera no invasiva mediante el realce tardio de gadolinio en la resonancia magnética
cardiaca, asociandose la presencia y la extension de este realce con una expresion mas grave de la
enfermedad desde un punto de vista funcional y clinico. Recientemente se ha sugerido un
importante papel prondstico, pero poco se sabe de los factores predisponentes.

Métodos: Analizamos dos polimorfismos no sarcoméricos en 147 pacientes de MCH

(49,2 £ 15,0 afios, 71,4% varones) y 136 controles de similares caracteristicas. Uno, perteneciente al
sistema renina-angiotensina-aldosterona, codifica la ECA (enzima convertidora de la angiotensina) y
su polimorfismo se ha asociado anteriormente con fibrosis e hipertrofia cardiaca. El polimorfismo del
promotor del gen RETN (Resistina) controla la hipertrofia cardiaca y se asocia a aterosclerosis,
enfermedad cerebrovascular, obesidad y diabetes. Para analizar el grado de fibrosis miocardica se
realizd resonancia magnética cardiaca con contraste de gadolinio y determinamos el numero de
segmentos afectados.

Resultados: La distribucidn de frecuencias alélicas no muestran diferencias significativas entre
pacientes y controles en los polimorfismos de ECA (delecion de 287-bp en el intrén 16), y RETN (-
420G > C) (ambos p > 0,05). Asociamos la presencia de estos polimorfismos con el grado de fibrosis,
atendiendo al nimero de segmentos afectados en la resonancia y encontramos la presencia del alelo
polimorfico en el polimorfismo RETN (-420G > C) se asocia con mayor numero de segmentos
afectados (R corregida = 0,22, p = 0,04) en nuestros pacientes.

Conclusiones: Nuestro estudio preliminar revela que el polimorfismo RETN (-420G > C) esta
asociado con mayor fibrosis cardiaca en pacientes con MCH valorada por resonancia magnética
cardiaca. El estudio de la implicacién fisiopatoldgica de la RETN en MCH vy la elaboracién de perfiles
genéticos complejos en combinacion con la utilizacion de las técnicas de imagen podrian ayudar a
conocer mejor la evolucion y gravedad de los pacientes con MCH.

0300-8932/$ - See front matter © 2012 Sociedad Espafola de Cardiologia. Publicado por Elsevier
Espafia, S.L. Todos los derechos reservados
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Abstract. Hernandez-Romero D, Orenes-Pinero E,
Garcia-Honrubia A, Climent V, Romero-Aniorte Al,
Martinez CM, Garcia-Bautista M, Martinez M, Feliu
E, Gonzdlez J, Céanovas S, Montero-Argudo
JA, Valdés M, Marin F (Hospital Universitario
Virgen de la Arrixaca, Universidad de Murcia,
Murcia; Instituto Murciano de Investigaciones
Biosanitarias Virgen de la Arrixaca (IMIB), Murcia;
Hospital General Universitario de Elche, Alicante;
Hospital General Universitario, Alicante; Instituto
de Salud Carlos III, Madrid; Centro Inmu-
nolégico de Alicante; and Hospital Universitario
La Fe, Valencia, Spain). Involvement of the
—420C>G RETN polymorphism in myocardial
fibrosis in patients with hypertrophic cardiomy-
opathy. J Intern Med 2014; doi: 10.1111/joim.
12334.

Aims. Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is char-
acterized by left ventricular hypertrophy and fibro-
sis. HCM is an autosomal-dominant disease
caused by more than 400 mutations in sarcomeric
genes. Changes in nonsarcomeric genes contribute
to its phenotypic heterogeneity. Cardiac fibrosis
can be studied using late gadolinium enhancement
(LGE) cardiac magnetic resonance imaging. We
evaluated the potential role of two polymorphisms
in nonsarcomeric genes on interstitial fibrosis in
HCM.

Materials and methods. Two polymorphisms in nonsar-
comeric genes [ACE (deletion of 287 bp in the
16th intron) and RETN (—420C>G)| were analysed
in 146 HCM patients. Cardiac fibrosis was
assessed using LGE to determine the number of
affected segments.

Results. Allelic frequencies in ACE and RETN poly-
morphisms were consistent with the Hardy—
Weinberg equilibrium (both P> 0.05). We found
that the presence of the polymorphic allele in the
—420C>G RETN polymorphism was independently
associated with the number of affected segments of
LGE (P = 0.038). Increased circulating resistin con-
centration, measured by enzyme-linked immuno-
sorbent assay, was associated with a higher degree
of cardiac fibrosis. Myocardial fibrosis, assessed by
Masson’s trichrome staining, was associated with
the —420C>G RETN polymorphism in 46 tissue
samples obtained by septal myectomy (P = 0.044).

Conclusions. The —420C>G RETN polymorphism was
independently associated with the degree of car-
diac fibrosis, assessed by LGE, in patients with
HCM. In addition, there was an association
between the polymorphism and the circulating
resistin levels as well as with myocardial fibrosis
in tissues obtained by myectomy. Investigating the
physiological implication of the RETN polymor-
phism in HCM in combination with the use of
imaging technologies might help to establish the
severity of disease in patients with HCM.

Keywords: angiotensin-converting enzyme, fibrosis,
hypertrophic cardiomyopathy, late gadolinium
enhancement, resistin.

Abbreviations: HCM, Hypertrophic cardiomyopathy;
RAAS, Renin-angiotensin-aldosterone system;
ACE, Angiotensin-converting enzyme; RETN, Res-
istin; LGE, Late gadolinium enhancement; Ang,
Angiotensin; SNP, Single nucleotide polymor-
phism; CMR, Cardiac magnetic resonance.
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Introduction

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a mono-
genic disease characterized by unexplained cardiac
and myocyte hypertrophy, interstitial fibrosis and
myocyte disarray [1, 2]. Cardiac remodelling seems
to play an important role in the pathophysiology of
HCM caused by alterations in collagen metabolism
leading to fibrosis [3, 4]. There is accumulating
evidence that fibrosis as detected by late gadolin-
ium enhancement (LGE) in cardiovascular mag-
netic resonance (CMR) may predict spontaneous
clinical arrhythmia and sudden cardiac death in
different cardiovascular conditions [5]. Moreover, it
has been hypothesized that the presence of LGE is
associated with progressive ventricular dilatation
and markers of sudden death [6], thus reflecting
greater disease damage in patients with HCM.

The phenotypic expression of HCM is multifacto-
rial, mostly secondary to more than 400 mutations
in over a dozen genes encoding the sarcomere
proteins [7, 8]. In addition, it has been postulated
that several nonsarcomeric genes act as modifiers
in HCM. Amongst these, polymorphisms in genes
encoding proteins of the renin-angiotensin—
aldosterone system (RAAS) are of particular
interest [9]. This system contributes to ventricular
hypertrophy through the effects mediated by cir-
culating angiotensin (Ang) as well as local activa-
tion of the RAAS in the myocardium [10].

Angiotensin-converting enzyme (ACE) is a mem-
brane-bound enzyme that converts Ang I to active
Ang II and inactivates the vasodilator and natri-
uretic peptide bradykinin [11]. In addition to the
effects on the circulating renin-angiotensin sys-
tem, Ang II has local paracrine and autocrine
actions. It has been reported that both the level
and activity of ACE are increased in hypertrophied
heart muscle [12, 13]. The most common polymor-
phism in the ACE gene is the presence [insertion (I)]
or absence [deletion (D)] of a 287-base pair Alu
repetitive sequence inside intron 16. ACE activity is
highest in DD homozygotes and intermediate in ID
heterozygotes [10].

Resistin, an adipocyte-derived peptide, belongs to a
family of cysteine-rich secretory proteins [14]. The
gene encoding resistin, RETN, is located on chromo-
some 19p13.3 [14] where several single nucleotide
polymorphisms have been found. Amongst these, a
polymorphism in the promoter region (—420C>G)
has been associated with arteriosclerosis and

2 © 2014 The Association for the Publication of the Journal of Internal Medicine
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cerebrovascular disease [15]. Although there is
evidence that resistin induces hypertrophy in neo-
natal cardiomyocytes and contractile dysfunction in
adult cardiomyocytes of diabetic rats [16], to the
best of our knowledge, the role of RETN in the
pathophysiology of HCM has not yet been eluci-
dated.

The aim of this study was to assess whether
genotyping of two different polymorphisms in non-
sarcomeric genes [ACE I/D and RETN (—420C>G)
polymorphisms]| in combination with imaging tech-
niques, such as LGE CMR, might help physicians
to predict the severity of disease in patients with
HCM. To validate our findings, circulating resistin
levels will be measured by enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) in serum samples of HCM
patients and myocardial fibrosis will be analysed in
tissue samples from patients undergoing septal
myectomy.

Materials and methods
Patients

We prospectively included patients diagnosed with
HCM from three referral centres in south-eastern
Spain (Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca
in Murcia, Hospital General Universitario in Alic-
ante and Hospital General Universitario in Elche).
All patients were clinically stable for the previous
6 months, without ischaemic heart disease and
without the presence of comorbidities that could
mask the effect of the analysed polymorphisms.
HCM was diagnosed as previously described [17,
18].

A complete history and clinical examination was
performed, including 12-lead electrocardiogram,
standard echocardiography, symptom-limited
treadmill exercise (Bruce’s protocol), 24-h electro-
cardiogram Holter monitoring and blinded CMR
imaging. All recruited subjects gave their informed
consent to participate. The study was approved by
the Ethics Committee for Clinical Investigation
from the Hospital Universitario Virgen de la Arrix-
aca, Murcia (PS09/00721-2009) in accordance
with the Declaration of Helsinki (as amended in
Edinburgh in 2000).

Blood samples and genotyping

Venous blood was obtained in the early morning
without trauma or stasis, by experienced staff,
after the patient had fasted overnight for >12 h.
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Serum fractions were obtained by centrifugation
for 15 min at 3500 g. Aliquots were stored at
—80 °C to allow batch analysis in a blinded fash-
ion. DNA from peripheral blood was extracted
using DNeasy Blood and Tissue Kit and the QIA-
cube System (Qiagen, Valencia, CA, USA).

Genotyping of the ACE gene I/D polymorphism was
based on a polymerase chain reaction (PCR)
method described by Perkins et al. [10]. The PCR
products were separated by electrophoresis on 3%
agarose gels and visualized by ethidium bromide to
determine the presence/absence of insertion. The
SNP rs1862513 (RETN) was analysed by allelic
discrimination using TaqMan probes in real-time
PCR (TagMan SNP Genotyping Assays; Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA). Primers and
probes are commercially available from Applied
Biosystems. Standard PCR conditions, with an
annealing temperature of 60 °C, were applied.
Sequencing reactions were carried out using the
BygDye terminator vs3.1 cycle sequencing kit
(Applied Biosystems) and analysed by capillary
electrophoresis using the 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosytems).

Resistin measurement in serum samples

The circulating resistin level was measured in an
independent cohort of 159 HCM patients (age
50.5 + 14.9 years, 71.1% male) using the Assay-
Max Human Resistin ELISA kit (PeproTech Inc.,
Rocky Hill, NJ, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. Resistin standards and sam-
ples were sandwiched by a murine monoclonal
antibody specific for resistin precoated onto a
microplate-immobilized antibody and a biotinylat-
ed polyclonal antibody specific for resistin, recog-
nized by a streptavidin—peroxidase conjugate. After
addition of the peroxidase enzyme substrate, col-
our development was measured at 450 nm; read-
ings at 570 nm were subtracted to correct for
optical imperfections in the plate. The minimum
detectable level of resistin was 0.2 ng mL™". Intra-
assay and interassay coefficients of variation were
4.5% and 7.1%, respectively.

CMR imaging

All CMR images were obtained with a 1.5-T system
(Gyroscan NT; Philips Medical Systems, Best, the
Netherlands) in conjunction with a phased-array
body coil and electrocardiogram gating. Scout
images were obtained in three orthogonal planes

to determine the exact position and axis of the left
ventricle. Delayed contrast-enhanced images were
acquired 10 min after the injection of the contrast
material, according to the method of Dumont et al.
[19], with an inversion recovery T1-weighted
sequence in three short-axis views taken at the
base, midpapillary muscles. The time of inversion
was adjusted for each patient (between 200 and
400 ms) to achieve optimal suppression of the
normal myocardium [20].

All CMR images were analysed on a satellite
workstation console with commercial image post-
processing software (EasyVision, version 4.0; Phi-
lips Medical Systems and Mass Suite 6.1; MEDIS
Medical Imaging Systems, Leiden, the Nether-
lands). LGE was considered present when the
signal intensity of any area within the myocardium
was highly hyperintense and persisted in the same
slice after swapping the phase encoding to exclude
artefact images. All measurements (presenting a
coefficient of variation <5%) were performed by two
observers; their joint opinion was reached by
consensus.

The American Heart Association 17-segment model
for the left ventricle [21] was used to analyse wall
thickness, contractile function and delayed
enhancement per segment.

Assessment of myocardial fibrosis in patients undergoing septal
myectomy

All recruited subjects gave their informed consent
to participate in the study. All surgical procedures
were performed under cardiopulmonary bypass,
with mild hypothermia (30 °C), cardioplegic arrest
of the heart and left ventricular venting through
the right superior pulmonary vein. During isolated
surgery, myectomy samples of the left ventricular
subvalvular septum weighing about 50-80 mg
were removed, immediately frozen in liquid nitro-
gen and stored at —80 °C. Once the tissue sam-
ples had been histologically processed, they were
paraffin embedded and cut into sections (2-3 pm
thick). For histochemical evaluation of connective
tissue infiltration within myocardial tissues, Mas-
son’s trichrome staining of sections from affected
specimens was performed with an automatic
staining system (Dako Artisan; Dako, Carpinteria,
CA, USA), according to the manufacturer’s
instructions. The degree of connective tissue infil-
tration was measured qualitatively on a scale of
0-4 (0, negative; 1, mild; 2, medium; 3, high; 4,

© 2014 The Association for the Publication of the Journal of Internal Medicine 3
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very high). All determinations were blinded and
performed twice to ensure the repeatability of the
results. An Axio Scope Al transmitted-light micro-
scope (Carl Zeiss, Jena, Germany) was used for
the analysis.

Statistical analysis

Continuous variables were tested for normal
distribution using the Kolmogorov-Smirnov test.
Continuous variables are presented as mean
+ standard deviation for normally distributed vari-
ables and as median (interquartile range) for non-
normally distributed variables. Categorical vari-
ables are presented as frequency (percentage).
Group comparisons for continuous variables were
performed using the unpaired t-test for indepen-
dent samples or the Mann-Whitney U-test (as
appropriate). Comparisons of discrete variables
were performed using chi-squared or Fisher’s exact
tests (as appropriate). Correlation between two
continuous variables was assessed using the Pear-
son or Spearman tests (as appropriate).

Linear regression analyses were carried out to test
the predictive discrimination of several demo-
graphic, echocardiographic, genetic, CMR, effort
test and Holter variables to identify the association
with LGE. Only those variables with values of
P <0.15 in the univariate analysis were incorpo-
rated into the multivariate model. P-values <0.05
were considered statistically significant. Linear
regression analysis was performed to evaluate the
association between the myocardial fibrosis and
the —420C>G RETN in tissues obtained by myec-
tomy. A high or very high degree of connective
tissue infiltration (grade 3 or 4, with Masson’s
trichrome staining) was considered to be a high
degree of fibrosis. Statistical analyses were per-
formed using spss 19.0 for Windows (SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA).

Results

A total of 146 HCM patients (age 49.0 +
15.2 years, 72.6% male) were included in the
analyses of two polymorphisms in nonsarcomeric
genes. Baseline characteristics of these patients
are shown in Table 1. Data on the genotype
frequencies of RETN (—420C>G) and ACE (I/D)
polymorphisms are shown in Table 2. The
distributions of allelic frequencies were consis-
tent with the Hardy—Weinberg equilibrium (all
P> 0.05).
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Table 1 Demographic and clinical baseline characteristics of
the patients included in the analysis

Variables Patients (n = 1406)
Age, years 49.0 +£ 15.2
Sex male 106 (72.6)
Hypertension 51 (34.9)
Diabetes mellitus 12 (8.2)

Family history for HCM 53 (36.3)

NYHA class II-1V 74 (50.7)
Previous syncope 15 (9.6)
Previous AF 22 (15.1)
Previous angina 36 (24.7)

Maximum LV wall 19.7 (13.0-38.0)

thickness, mm

Subaortic obstruction 49 (34.0)
(gradient >30 mmHg)

% LV ejection fraction 67.8 £ 12.6

Nonsustained ventricular 50 (34.2)
tachycardia

Left atrial diameter, mm 42.6 £ 7.4

Left atrial volume, ml 72.3 £ 16.5

Number of LGE 2.9 (0-11)

segments/patient

HCM, hypertrophic cardiomyopathy; NYHA, New York
Heart Association; AF, atrial fibrillation; LV, left ventric-
ular; LGE, late gadolinium enhancement. Data are
expressed as mean +standard deviation, frequency (%)
or median (interquartile range), as appropriate.

RETN polymorphism is associated with an increase in cardiac fibrosis

Linear regression analysis showed that the pres-
ence of the RETN (—420C>G) polymorphism was
associated with an increase in the number of
segments of LGE in the CMR scan (P= 0.034)
and, consequently, with an increase in cardiac
fibrosis (Fig. 1a). The same procedure was used for
the analysis of the association between the ACE (I/
D) polymorphism and the LGE (Fig. 1b). However,
in this case, we did not observe a relationship
between the presence of the polymorphism and the
number of segments with LGE (P = 0.444), indi-
cating that the ACE polymorphism was not asso-
ciated with cardiac fibrosis in this cohort of HCM
patients.

We explored the possibility of other univariate
predictors of cardiac fibrosis by regression analysis
including several clinical, echocardiographic and
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Table 2 Genotype frequencies of RETN (—420C>G) and
ACE (I/ D) polymorphisms in patients with hypertrophic
cardiomyopathy

Genotype frequency Patients (n = 146) Percentage
RETN

Cc/C 75 51.4
C/G 59 40.4
G/G 12 8.2
Total 146 100
ACE

D/D 61 41.8
D/I 67 4510
I/1 18 12.3
Total 146 100

demographic variables and the number of seg-
ments presenting LGE (Table 3). Only the presence
of the RETN (—420C>G) polymorphism was signif-
icantly associated with the number of segments
with LGE (R? corrected = 0.024; P=0.034) and
thus with an increase in cardiac fibrosis. As age
showed P = 0.080 was included in the multivariate
analysis (Table 3). The presence of the —420C>G
RETN polymorphism (R* corrected = 0.031;
P =0.038) was the only independent predictor of
LGE in our multivariate analysis; the association
with age did not reach significance.

Next, we measured resistin levels by ELISA in
serum samples from an independent cohort of 159
HCM patients (age 50.5 + 14.9 years, 71.1%
male). Of interest, we observed that the presence
of the G allele in the RETN polymorphism was
significantly associated with an increase in circu-
lating resistin levels (P < 0.001; Fig. 2).

RETN polymorphism is associated with myocardial fibrosis in tissues
obtained by cardiac myectomy

We obtained 46 samples of myocardial tissue by
septal myectomy. All tissues were genotyped for the
RETN polymorphism: 18 (39.1%) samples were CC,
16 (34.8%) CG and 12 (26.1%) GG. When evaluat-
ing myocardial fibrosis by Masson’s trichrome
staining, 28 (60.9%) of the myocardial samples
showed low or medium levels of fibrosis (connective
tissue infiltration grade 0, 1 or 2), whereas 18
(39.1%) had a high level of fibrosis (grade 3 or 4;
Fig. 3). We found a significant association between

—~
)
~

P =0.034

Number of segments with LGE
[}
1

0 1
Presence of RETN polymorphic allele

—_
o
-

10 P=0.444

Number of segments with LGE
(o))
1

0 1
Presence of the ACE polymorphic allele

Fig. 1 Association between the number of segments with
late gadolinium enhancement (LGE) and the polymor-
phisms in two nonsarcomeric genes, RETN —420C>G (a)
and ACE (I/D) (b), in patients with hypertrophic cardiomy-
opathy. O = absence of the polymorphism; 1 = presence of
the polymorphism.

the —420C>G RETN polymorphism and the inter-
stitial fibrosis in myocardial tissues (B-coeffi-
cient = 0.49, 95% confidence interval 0.015-
0.962, P = 0.044; Table 4).

Discussion

In this study, we have shown that the presence of a
polymorphism in the promoter of the RETN gene
(—420C>G) is associated with cardiac fibrosis,
determined as an increase in the number of
segments with LGE in CMR imaging, even after

© 2014 The Association for the Publication of the Journal of Internal Medicine 5
Journal of Internal Medicine
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Table 3 Association between different demographic, clinical and genetic variables and LGE

Univariate Multivariate

Variable Corrected R? P Corrected R? P

Age 0.015 0.080 0.067
Sex 0.004 0.218

Previous AF —0.007 0.980

Subaortic obstruction (gradient >30 mmHg) 0.001 0.282

Presence of RETN polymorphism 0.024 0.034 0.031 0.038
Presence of ACE polymorphism —0.003 0.444

Abnormal blood pressure response® —-0.007 0.786

Left ventricular ejection fraction —0.007 0.840

%n the effort test; AF, atrial fibrillation; LGE, late gadolinium enhancement; Significant associations are shown in bold.

100

P <0.001

80 1

60

404

20 1

Resistin concentration (ng mL™")

T T T
CC Genotype CG Genotype GG Genotype

Fig. 2 Relation between the RETN genotype and the
resistin concentration. The presence of the G420 allele
in the RETN gene is significantly associated with resistin
levels in patients with hypertrophic cardiomyopathy.

adjusting for other potential confounders. We have
confirmed this association in an analysis of myo-
cardial fibrosis in HCM patients undergoing septal
myectomy.

To our knowledge, this is the first study to demon-
strate this interesting association between the
—420C>G RETN polymorphism and the presence
of interstitial cardiac fibrosis in HCM. This poly-
morphism in the RETN promoter region has previ-
ously been associated with obesity [6], insulin
sensitivity and type 2 diabetes [14], arteriosclerosis
and cerebrovascular disease [16]|. Moreover, it was
previously shown that the presence of the
—420C>G RETN polymorphism was significantly

6  © 2014 The Association for the Publication of the Journal of Internal Medicine
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associated with an increased risk of HCM in a
study including 105 HCM patients; however, the
underlying pathophysiological role of RETNin HCM
was not investigated [22].

The present study was conducted in a clinically
stable series of patients without ischaemic heart
disease, as this condition could have masked the
effect of the analysed polymorphisms. In the mul-
tivariate regression analysis, the presence of the
RETN polymorphism was significantly associated
with the number of segments with LGE after
adjusting for other potential confounders. In addi-
tion, we re-analysed our data excluding patients
with hypertension and/or diabetes; the association
between the polymorphism and the LGE was even
stronger than in the entire cohort, supporting the
contribution of hypertension and diabetes as con-
founding factors (data not shown).

We and others have demonstrated that the RETN
—420G allele is associated with elevated expression
of resistin mRNA [23, 24] and increased circulating
resistin levels in humans. In this study, we have
demonstrated that HCM patients with the —420GG
RETN genotype had the highest levels of resistin,
followed by those with the CG and then the CC
genotype. There is evidence that serum resistin
concentration is correlated with levels of cardiac
injury biomarkers and that resistin levels increase
with the severity of myocardial ischaemic injury
[25]. Overexpression of RETN in cultured neonatal
rat ventricular myocytes significantly increased
cell size and expression of atrial natriuretic factor
and beta-myosin heavy chain, probably due to the
observed activation of the mitogen-activated pro-
tein kinases and other transcription factors that
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Fig. 3 Classification of myocardial fibrosis assessed by Masson’s trichrome staining: grade O (a); grade 1 (b); grade 2 (c);

grade 3 (d); and grade 4 (e). Magnification x 100.

Table 4 Association between the myocardial fibrosis and the —420C>G RETN polymorphism in cardiac tissues obtained by

myectomy

Nonstandardized Standardized

coefficients coefficients 95% confidence interval
Model B SD B t P-value Lower limit Upper limit
High fibrosis 0.488 0.235 0.299 2.078 0.044 0.015 0.962
(Constant) 1.679 0.147 11.422 0.000 1.382 1.975

Significant associations are shown in bold.

could be involved in the hypertrophic response
[16]. When RETN was overexpressed in adult
cultured cardiomyocytes, myocyte mechanics were
altered by reducing cell contractility as well as
contraction and relaxation velocities [16]. These
interesting findings, obtained in an in vitro model,
would be of great relevance in the pathophysiology
of RETN, after validation in human analysis.

Although little is known about the role of resistin in
the pathophysiology of HCM, we hypothesized that
the presence of the —420C>G RETN polymorphism
is associated with increased circulating resistin
levels and subsequently with an increase in cardiac
fibrosis, a pathophysiological hallmark of HCM.
Our analyses performed in myocardial tissues of

patients with HCM undergoing septal myectomy
support our hypothesis as we found that, in these
tissues, myocardial fibrosis is associated with the
—420C>G RETN polymorphism.

On the other hand, the ACE (I/D) polymorphism
was not correlated with cardiac fibrosis in our
cohort of patients with HCM. The role of the ACE
polymorphism in HCM is controversial. The first
study to investigate the role of this polymorphism
in HCM showed that the DD genotype was more
common in HCM families with a high incidence of
sudden cardiac death [26]. Subsequent studies
provided further evidence of the modifying effects
of the ACE gene by showing an association between
the I/D genotypes and the severity of HCM [27, 28].

© 2014 The Association for the Publication of the Journal of Internal Medicine 7
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By contrast, in an analysis of the impact of ACE on
HCM in a Japanese population, no association
between the ACE genotypes was detected [29].
Also, the findings of a study in 104 Dutch patients
did not support a role for the I/D polymorphism as
a modifier in this disease [30]. Another large-scale
investigation was performed within the Framing-
ham Heart Study in 2439 subjects [31], and no
association was found between the ACE genotypes
and the echocardiographic left ventricular hyper-
trophy. One possible explanation for the conflicting
results may be that the association between the
ACE 1/D genotype and the expression of cardiac
hypertrophy is dependent on its causal mutation,
and a significant association is present in those
with the R403Q mutation in the B-myosin heavy
chain but not in other [9].

The findings of the present study as well as
previous results from our group [17] highlight the
importance of nonsarcomeric genes in the patho-
physiology, severity and prognosis of HCM. In both
studies, we selected clinically stable HCM patients,
but the study designs and end-points and the data
analyses were different in the two studies, and
therefore, the inclusion of the new data within our
previous publication was not possible.

The potential limitations of this study should be
noted. First, although the study was conducted in
three different hospitals, most patients were Cau-
casian, and therefore, the data should be extrap-
olated to other ethnic groups with caution.
Secondly, the sample size of the present study
was limited, possibly resulting in loss of statistical
significance in some of the analyses. Thus, larger
studies are required to confirm our observations.
However, the results of this study provide valuable
insights and may serve to guide future studies in
this area.

Conclusion

The results obtained in the present study reveal for
the first time that the presence of the polymor-
phism in the promoter of the RETN gene (—420C>G)
is significantly associated with cardiac fibrosis
assessed as an increased number of segments
showing LGE in CMR imaging, as well as with
myocardial fibrosis in tissues of patients with
HCM. Our findings highlight the importance of
nonsarcomeric genes in determining the HCM
phenotype and suggest that analysis of the
—420C>G RETN polymorphism in combination

8  © 2014 The Association for the Publication of the Journal of Internal Medicine
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with imaging techniques may help to predict the
severity of HCM.
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Summary

Background: Several non-sarcomeric genes have
been postulated to act as modifiers in the pheno-
typic manifestations of hypertrophic cardiomyop-
athy (HCM). The development of atrial fibrillation
(AF) in HCM has adverse prognostic implications
with increased thromboembolism and functional
class impairment.

Aim: We tested the hypothesis that 2 non-
sarcomeric genes [CYP11B2 (—344T>C) and
COLTAT (2046G>T)] are associated with the devel-
opment of AF.

Design: Prospective study.

Methods: Two polymorphisms in non-sarcomeric
genes [CYP11B2 (—344T>C) and COLTAT
(2046G>T)] were analysed in 159 HCM patients
(49.3+14.9 years, 70.6% male) and 136 controls.
All subjects were clinically stable and in sinus
rhythm at entry in the study, without ischemic
heart disease or other significant co-morbidities
that could mask the effect of the analysed poly-
morphisms (i.e. previous AF). Thirty-nine patients

(24.4%) developed AF during a median follow-up
of 49.5 months.

Results: Patients with the —344T>C polymorphism
in CYP11B2 gene had a higher risk for AF develop-
ment [HR: 3.31 (95% Cl 1.29-8.50); P=0.008]. In a
multivariate analysis, the presence of the C allele in
CYP11B2 gene [HR: 3.02 (1.01-8.99); P=0.047],
previous AF [HR: 2.81 (1.09-7.23); P=0.033] and
a left atrial diameter of >42 mm [HR: 2.69 (1.01—
7.18); P=0.048] were independent predictors of AF
development. The presence of the polymorphic
allele was associated with higher aldosterone
serum levels.

Conclusion: We have shown for the first time
that the CYPT11B2 polymorphism is an independent
predictor for AF development in HCM patients. This
highlights the importance of non-sarcomeric
genes in the phenotypic heterogeneity of HCM.
The association with higher aldosterone serum
levels could relate to greater fibrosis and cardiac
remodelling.

© The Author 2014. Published by Oxford University Press on behalf of the Association of Physicians.
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Introduction

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a mono-
genic cardiac disease with an autosomal dominant
pattern of heritability and different penetrance
characterized by cardiomyocyte hypertrophy, myo-
fibrillar disarray and fibrosis.'* The phenotypic
expression of HCM is multi-factorial with majority
of cases occurring secondary to mutations in genes
encoding the sarcomere proteins.®> However, a
group of non-sarcomeric genes have been postu-
lated to act as modifiers in HCM. In particular,
polymorphisms in genes encoding proteins of the
renin—angiotensin—aldosterone system (RAAS) and
proteins associated with collagen synthesis have
attracted much interest.*

The RAAS system contributes to ventricular hyper-
trophy through effects mediated by circulating
angiotensin as well as local activation of RAAS in
the myocardium.® Aldosterone secretion is regulated
primarily by the RAAS® and it is synthesized from de-
oxycorticosterone by a mitochondrial cytochrome
P450 enzyme, aldosterone synthase (CYP11B2).”
On the other hand, activated fibroblasts are the
most important cells depositing type | collagen in
all tissues and its excessive synthesis results in fibro-
sis. Indeed, transcription of collagen type 1, alpha 1
(COL1AT) gene is increased 3- to 10-fold in acti-
vated fibroblasts.?*

Atrial fibrillation (AF) is the most common arrhyth-
mia in patients with HCM.'? The onset of AF repre-
sents an adverse prognostic feature for HCM patients,
conferring an increased mortality and morbidity.'" AF
independently increases the risk of ischemic stroke
by approximately 4-fold, and is also associated with
heart failure and death from any cause."'

In this study, we tested the hypothesis that two
non-sarcomeric genes [CYP11B2 (—344T>C), SNP
ID Number: rs1799998; and COLTAT (2046G>T),
SNP ID Number: rs1800012] are associated with
the development of AF.

Methods

We prospectively recruited 159 HCM patients
(49.34+14.9 years, 70.6% males), included after
performing a cardiac magnetic resonance (CMR)
and 136 healthy controls from three referral centres
in southeastern Spain. Patients and controls were
clinically stable at entry in the study, without ische-
mic heart disease or presence of any other signifi-
cant co-morbidities (i.e. valvular disease or severe
hypertension) that could mask the effect of the ana-
lysed polymorphisms. The diagnosis of HCM was
based on the presence of unexplained left

ventricular hypertrophy, or in accordance with cri-
teria for the diagnosis of familial disease in patients
with at least one first-degree relative who has an
unequivocal diagnosis.'> A complete history and
clinical examination was performed, including 12-
lead electrocardiogram (ECG), standard echocardi-
ography, symptom limited treadmill exercise (Bruce
protocol), 24-h electrocardiogram-Holter monitor-
ing and a blinded magnetic resonance study. All
patients were included in the study after CMR, so
patients with pacemakers and ICDs were excluded
because it is not recommended to perform CMRs in
patients with implantable devices. All recruited sub-
jects gave their informed consent to participate in
the study, which was approved by the local
Research Committees (Ethic Committee of Clinic
Investigation of the Hospital Universitario Virgen
de la Arrixaca on 24 April 2009 for the project
entitled ‘Hypertrophic myocardiopathy and tissue
remodelling: role of biomarkers’) in accordance
with the Declaration of Helsinki, as amended in
Edinburgh in 2000.

AF was documented by 12-lead ECG when
patients attended our hospital with symptoms of
palpitation, dyspnoea and/or chest discomfort, and
if asymptomatic, during regular follow-up visits at
the dedicated HCM clinics. An episode of AF of
2 min or more was considered as ‘AF development’
and patients were followed up for a median of 49.5
[interquartile range (IQR) 25.8-77.0] months.

Blood samples and laboratory assays

Venous blood was collected without trauma or stasis
in the morning, by specialized staff, with the patient
fasting for >12h. Buffy coat was obtained from
plasma samples by centrifugation for 15min at
3500g. Aliquots were stored at —80°C to allow
batch analysis in a blinded fashion. DNA from per-
ipheral blood was extracted using DNeasy Blood
and Tissue kit and the QlAcube system (Qiagen,
Valencia, CA, USA). After DNA extraction, PCR
products were separated by electrophoresis on 3%
agarose gels and visualized by ethidium bromide.
The analysis of the SNPs rs1799998 (CYP11B2)
and rs1800012 (COL1AT) was approached by al-
lelic discrimination using TagMan probes on real
time PCR (TagMan SNP Genotyping Assays,
Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). Primers
and probes are commercially available from
Applied Biosystems. Standard PCR conditions, with
60°C of annealing temperature, were applied.
Sequencing reactions were done by BygDye termin-
ator vs3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosytems)
and analysed by capillary electrophoresis using the
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosytems).
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Aldosterone measurement

Serum aldosterone levels were measured in the
159 patients using a competitive radioimmunoassay
(Immunotech SAS, Marseille, France). In brief, 50 pl
of serum samples and calibrators were incubated
using antibody coated tubes with 500 ul of tracer
labelled with 1'?°. After 3 h of incubation with con-
tinuous shaking, the content of the tubes were
sucked and then, the radioactivity was determined
using a gamma counter. A standard curve was de-
veloped and aldosterone values were determined
by interpolation with the curve.

Cardiac magnetic resonance

All CMR images were obtained with a 1.5-T system
(Gyroscan NT; Philips Medical Systems, Best, The
Netherlands) in conjunction with a phased-array
body coil and electrocardiogram gating. Scout
images were obtained in three orthogonal planes
to determine the exact position and axis of the left
ventricle. Delayed contrast-enhanced images were
acquired 10 min after the injection of the contrast
material according to a previous report,'® with an
inversion recovery T1-weighted sequence (repeti-
tion time/echo time ms, 8/4.5, flip angle 15°, (Field
of view), 400 mm; matrix, 144 f x 256; and section
thickness, 10 mm) in three short-axis views taken at
the base, midpapillary muscles. The time of inver-
sion was adjusted for each patient between 200 and
400ms to achieve optimal suppression of normal
myocardium.'* All CMR images were analysed on
a satellite workstation console with commercial
image post-processing software (EasyVision, version
4.0; Philips Medical Systems and Mass Suite 6.1;
MEDIS Medical Imaging Systems, Leiden, The
Netherlands) by two observers with experience in
cardiac MR imaging, whose joint opinion was
reached by consensus. The CMR studies were read
by experienced observers blinded to the clinical
information. The American Heart Association 17-
segment model for the left ventricle'® was used to
analyse wall thickness, contractile function and
delayed enhancement per segment. Late gadolinium
enhancement (LGE) was considered present when
the signal intensity of any area within the myocar-
dium was highly hyperintense and persists in the
same slice after swapping the phase encoding in
order to exclude artefact images.

Statistical analysis

Continuous variables were tested for normal
distribution by the Kolmogorov-Smirnov test. The
normal distributed continuous variables are
shown as mean =+ standard deviation, and those

non-parametrically  distributed are shown as
median (IQR). The comparison of discrete variables
was done by x? test or Fisher test (as appropriate).
Comparisons of the groups for continuous variables
were performed with analysis of variance test or the
Kruskal-Wallis test (as appropriate). Receiver oper-
ating characteristic (ROC) curves analyses were
generated to test the predictive discrimination of dif-
ferent continuous variables (i.e. age and left atrial
diameter) to identify AF development during
follow-up. We constructed areas under the ROC
for sensitivity, specificity, positive predictive value
and negative predictive value. The cut-off point
with the best sensitivity and specificity was chosen
for each case, as assessed by receiver-operator
characteristic curves. We analysed those variables
associated with AF development. The overall AF oc-
currence-free  survival rates were calculated
using the Kaplan-Meier method, and differences
determined using the log-rank test. The effect on
prognosis was calculated for several clinical, echo-
cardiographic, effort test, Holter and CMR variables
by using a Cox proportional hazards regression.
Only variables showing P-values <0.15 were
included in the multivariate Cox hazard model. All
P-values <0.05 were accepted as independently pre-
dictive for the AF outcome. Statistical analyses were
performed using SPSS 19.0 for Windows (SPSS, Inc.,
Chicago, IL).

Results

A total of 159 HCM patients (49.3+14.9 vyears,
70.6% males) (Table 1) and 136 controls were
included. Data on genotype frequencies in patients
and controls of CYP11B2 (—344T>C) and COL1AT
(2046G>T) polymorphisms are listed in Table 2.
There were no significant deviations from the
Hardy-Weinberg equilibrium in the HCM patient
and control group (P>0.05). Allele and genotype
frequencies did not differ markedly between patients
and controls and were similar to previously reported
numbers in normal Caucasian populations.”'®!”

AF development during follow-up

During follow-up, 39 patients (24.4%) developed
AF, with an annual rate of 9.75%/year. Survival ana-
lysis (Cox regression) showed that the presence of
the polymorphism in the CYPT11B2 gene promoter
region was significantly associated with a higher risk
of developing AF in HCM patients [HR: 3.31 (95%
Cl 1.29-8.50); P=0.008] (Figure 1A). The presence
of the polymorphism in the COLTAT (2046G>T)
gene showed a non-significant trend towards a
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Table 1 Demographic and clinical baseline characteristics of the patients included in the analysis of the two polymorph-

isms in non-sarcomeric genes

Variables Total patients (159) Patients with AF (39) Patients without AF (120)
Age 49.3+149 53.5+£11.1 47.6£15.9
Sex male (%) 112 (70.6) 29 (74.4) 85 (70.8)
Hypertension (%) 3 (33.3) 5 (38.5) (31 7)
Diabetes mellitus (%) 3 (8.2) 4 (10.2) 9 (7.
NYHA class 111V (%) 2 (45.2) 21 (53.8) (42 5)
Previous syncope (%) 6 (10.1) 3(7.7) (10 8)
Previous AF (%) 1(13.2) 11 (28.2) 0 (8.
Previous angina (%) 6 (22.6) 8 (20.5) 38 (23.3)
Maximum LV wall thickness (mm) 20.1 (17.2-24.5) 20.4 (15.0-26.0) 20.7 (13.0-31.0)
Obstructive (gradient >30 mm Hg) (%) 57 (35.8) 13 (33.3) 44 (36.7)
LV ejection fraction (%) 69.4+9.8 67 +£8.2 70.4+9.7
Non-sustained ventricular tachycardia (%) 54 (33.9) 4 (35.9) 40 (33.3)
Left atrial diameter (mm) 4224+7.4 45948.3 41.0+6.8
Number of LGE segments/patient 2.0 (0-5.2) 3.8 (0-9.0) 2.8 (0-11.0)
Drugs
ACE inhibitors (%) 12 (7.5) 3(7.7) 9 (7.5)
ARBs (%) 16 (10.1) 2 (5.1) 14 (11.7)
Beta-blockers (%) 119 (71.9) 28 (71.8) 91 (75.8)
Disopiramide (%) 11 (6.9) 2 (5.1) 9 (7.5)

NYHA, New York Heart Association; LV, Left ventricle; ACE inhibitors, angiotensin-converting enzyme inhibitors. ARBs,
angiotensin Il receptor blockers. Continuous variables are expressed as mean =+ standard deviation or median (25th-75th

percentiles).

Table 2 Genotype frequencies of CYP11B2 (—344T>C) and COL1AT (2046G>T) polymorphisms showed no significant

differences between patients and controls

Genotype frequency Patients (n=159) Percentage (%) Controls (n=136) Percentage (%) P-value
CYP11B2

/T 42 26.4 42 30.9

T/C 81 50.9 65 47.8

C/C 36 22.6 29 21.3

Total 159 100 136 100 0.698
COL1A1

G/G 91 57.2 93 68.4

G/T 57 35.8 39 28.7

T/T 11 6.9 4 2.9

Total 159 100 136 100 0.086

lower risk of developing AF [HR: 0.55 (95% ClI
0.28-1.08); P=0.078] (Figure 1B).

Other potential predictors of AF develop-
ment using univariate Cox regression analysis
including several clinical and demographic vari-
ables are shown in Table 3. The presence of previ-
ous AF [HR: 4.41 (95% Cl 2.22-8.67); P<0.001]
(Figure 1C), a left atrial diameter of >42mm [HR:
2.89 (95% Cl 1.31-6.34); P=0.008] (Figure 1D) and
age [HR: 1.03 (95% CI 1.00-1.05); P=0.030] were
also significantly associated with AF development.

The presence of LGE or sex was not associated with
AF development. Both gene polymorphisms were
not significantly associated with left atrial diameter
(both P>0.05; data not shown).

On multivariate analysis (Table 3), the presence of
the polymorphism in the CYP11B2 (—344T>C)
gene promoter region [HR: 3.02 (95% CI 1.01-
8.99); P=0.047], previous AF [HR: 2.81 (95% ClI
1.09-7.23); P=0.033] and left atrial diameter of
>42mm [HR: 2.69 (95% CI 1.01-7.18); P=0.048]
were independent predictors for AF development.
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Figure 1. Kaplan—-Meier cumulative survival free of AF development curve in the univariate analyses. This figure indicates
the effect of different demographic, clinical and genetic variables on AF development during follow-up in HCM patients. O
implies absence and 1 implies presence. (A) The presence of the polymorphic allele of CYP11B2 gene (—344C) is associated
with increased AF occurrence due to higher aldosterone biosynthesis; (B) the presence of the polymorphic allele of COLTAT
gene (2046T) shows a trend towards protective role; (C) previous AF is associated with poor event-free survival; and (D) left
atrial diameter of >42 mm is also associated with AF development during follow-up.

Aldosterone levels are influenced by
CYP11B2 polymorphism

An increase in aldosterone levels was associated
with the presence of the polymorphic allele
CYP11B2 (—344C) (P< 0.001) in 159 HCM patients
(72.5% men, mean age 49.8 £ 15.3). Patients carry-
ing the wild type allele (TT) showed a median con-
centration of aldosterone of 52 pg/ml (IQR 31-60),
whereas patients carrying one polymorphic allele
(TC) showed a median of 95.5pg/ml (IQR 70.2—
127.5). Patients with the two polymorphic alleles
(CC) showed the highest levels of aldosterone
in serum (median 209.5, IQR 155.7-268.7)
(Figure 2). Kruskal-Wallis test was performed to
confirm that aldosterone levels were significantly

associated with the presence of the polymorphic
allele CYP11B2 (Figure 2).

Discussion

This is the first study to show that CYP11B2 gene
polymorphism (—344T>C) in the aldosterone syn-
thase gene is an independent predictor of AF devel-
opment in HCM patients. This polymorphism is
located in the transcriptional regulatory region of
CYP11B2, 344 nucleotides before the start of the
protein coding sequence. This position can be
either a thymine or cytosine (-344T>C). Of note,
this polymorphism in the CYP11B2 promoter
region has been previously associated with atrial
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Table 3 Association of different demographic, clinical and genetic variables with AF development during follow-up

Variable Univariate Multivariate
HR (95% Cl) P HR (95% Cl) P

Age 1.03 (1.00-1.05) 0.030 1.01 (0.97-1.03) 0.832
Sex 1.18 (0.58-2.39) 0.642

Previous AF 4.41 (2.22-8.67) <0.001 2.81 (1.09-7.23) 0.033
Atrial diameter > 42 mm 2.89 (1.31-6.34) 0.006 2.69 (1.01-7.18) 0.048
Late gadolinium enhancement 1.01 (0.92-1.12) 0.785

Presence COLTAT polymorphism 0.55 (0.28-1.08) 0.078 0.61 (0.28-1.34) 0.219
Presence CYP11B2 polymorphism 3.31 (1.29-8.50) 0.008 3.02 (1.01-8.99) 0.047
Hypertension 1.54 (0.79-2.98) 0.199

Non sustained ventricular tachycardia 0.99 (0.51-1.92) 0.982

Abnormal blood pressure response® 0.81 (0.40-1.64) 0.550

Maximum left ventricular thickness 1.02 (0.95-1.09) 0.617

Left ventricular ejection fraction (%) 0.98 (0.95-1.01) 0.164

Obstructive (gradient >30 mmHg) 0.96 (0.50-1.85) 0.902

ACE inhibitors 1.08 (0.33-3.53) 0.903

ARBs 0.42 (0.09-1.93) 0.266

Disopiramide 0.29 (0.04-2.34) 0.244

LV, left ventricle; ACE inhibitors, angiotensin-converting enzyme inhibitors; ARBs, angiotensin Il receptor blockers.
Continuous variables are expressed as mean =+ standard deviation or median (25th-75th percentiles). On effort testing.

300
p<0.001

250

200

150

100 H

50 ﬁ

Aldosterone concentration (pg/mL)

TT TC CC
CYP11B2 polymorphism

Figure 2. Influence of aldosterone syntase gene
(CYP11B2) on aldosterone serum levels. Aldosterone
serum levels in 159 patients with HCM. Patients were
segregated depending on the polymorphism in aldoster-
one syntase gene (CYPT11B2) (TT, wild type; TC, hetero-
zygote; CC, polymorphic gene). Median and IQRs (25th
and 75th) are represented for each genotype.

remodelling in a series of hypertensive patients'® or
with AF development in heart failure patients.'”
Indeed, our observations highlight the role of the
CYP11B2 gene polymorphism in the secretion of
serum aldosterone and confirm the results obtained
in the multivariate analysis regarding the role of the
polymorphic gene and AF development.

One recent study, investigating polymorphisms of
RAAS genes in patients with different variants of
HCM and their effects on morphofunctional param-
eters of the heart, failed to find a relationship
between CYP11B2 gene (—344T>C) polymorphism
and the development of AF in a cohort of HCM
patients.'?

As a member of the RAAS, aldosterone is the prin-
cipal mineralocorticoid hormone and has been
shown to play a major role in cardiac fibrosis and
remodelling.'® Aldosterone can directly induce
myocardial cell hypertrophy via activation of the
mineralocorticoid receptors, a member of the ster-
oid/thyroid/retinoid nuclear receptor family of
ligand-dependent transcription factors.?® More spe-
cifically, aldosterone is produced in the heart, par-
ticularly in HCM subjects because their cardiac
aldosterone synthase (CYP711B2) mRNA levels are
7-fold increased as compared with age- and
gender-matched normal donor hearts.?' Recent re-
ports suggest that aldosterone may also be involved
in atrial structural and electrical remodelling by
increasing collagen biosynthesis and cardiomyo-
cytes apoptosis.'??? In addition, blockade of the al-
dosterone receptor using spironolactone prevents
the incidence of AF, perhaps offering a new thera-
peutic approach for this arrhythmia.??

Although there are conflicting data about the
functional significance and clinical implications,
some studies suggest that —344T>C CYP11B2
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polymorphism is associated with increased constitu-
tive aldosterone production®* which subsequently
leads to cardiac fibrosis and remodelling, being a
molecular target for the pathogenesis of left ven-
tricular hypertrophy, amongst other cardiovascular
diseases.””> The —344T>C polymorphism in the
aldosterone synthase gene is located immediately
adjacent to a binding site for a transcription factor,
SF-1, that is thought to be essential for expression of
steroid biosynthetic enzymes in the adrenal cor-
tex.”® In vitro, the —344C allele binds SF-1 approxi-
mately 4-fold more strongly than does the —344T
allele and has been demonstrated to affect the
transcription of CYP11B2 increasing aldosterone
production as well as serum aldosterone level.**
Importantly, high expression of the aldosterone syn-
thase gene induced by the presence of the 344C
allele may cause a high tissue aldosterone concen-
tration, which subsequently causes atrial fibrosis,
conduction heterogeneity and increased the sub-
strate for the development of AF. Importantly,
we have shown in this study that the levels of
serum aldosterone are significantly associated
with the presence of the polymorphic allele in the
CYP11B2 gene in our cohort of HCM patients
(Figure 2).

We found that a left atrial diameter of >42mm
was also independently associated with AF develop-
ment in HCM patients, consistent with previous re-
ports indicating that left atrial size is an independent
risk factor of AF development,'” even in HCM pa-
tients. The most common form of AF is associated
with structural and electrical changes, given that the
longer the AF persists, the more difficult it is to re-
store sinus rhythm and to prevent recurrence.
Indeed, ‘AF begets AF’, so that AF alters atrial elec-
trophysiology in a way that favours AF initiation and
maintenance.?” In this setting, we confirm that the
presence of previous AF is another variable asso-
ciated with AF development during follow-up. It is
important to remark that, in the multivariate analysis
the association of the C allele in CYP11B2 gene with
the occurrence of AF was of a borderline signifi-
cance. This decreasing of significance of this genetic
variable as compared with the univariate analysis
can be assumed as previous AF is a more power-
ful predictor of AF development as previously
described in the literature.®

We have observed that the presence of the
COLTAT (2046G>T) polymorphism was associated
with a non-significant trend towards a protective
role for AF development in HCM patients on the
univariate analysis. This polymorphism was identi-
fied in a regulatory region of COLIAT (2046G>T) at
a recognition site for the transcription factor Sp1 that
is significantly related to collagen synthesis.”

TT homozygotes have significantly lower bone min-
eral density, reflecting lower collagen synthesis due
to the presence of the T allele.’

This study has several limitations. Although our
study was conducted in three different hospitals,
all patients and controls were Caucasians, and the
data should not be extrapolated to other ethnic
groups. Indeed, the frequency of the C allele in the
CYP11B2 gene is lower in people of African origin
than white and South Asian subjects.? Second, this
study is relatively small, and larger studies are
required to confirm our observations. Moreover, pa-
tients and control in our cohorts were not compar-
able in age and sex; however, all the analyses were
developed in the patient cohort and this limitation
shows less importance. Third, patients could not be
included consecutively because only patients with
HCM and with CMR were selected for this study,
which could result in a selection bias. Finally, as
asymptomatic AF detection may be extremely diffi-
cult, although a complete history and clinical exam-
ination was performed including not only routine
12-lead ECG but also a 24-h ECG Holter, some
asymptomatic AF patients can be missed in this
study.

Conclusion

We have shown for the first time that the CYPT1B2
polymorphism is an independent predictor for AF
development in HCM patients. This highlights the
importance of non-sarcomeric genes in the pheno-
typic heterogeneity of HCM. This is a pilot study and
despite the promising results, further analyses with
larger cohorts are needed to assess the importance
of this polymorphism.
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Abstract

Introduction: Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is characterized by cardiomyocyte
hypertrophy and fibrosis. Although is an autosomal dominant trait, a group of non-

sarcomeric genes have been postulated as modifiers of the phenotypic heterogeneity.

Material and Methods: We prospectively recruited 168 HCM patients and 136 healthy
controls from 3 referral centres. Patients and controls were clinically stable at entry in
the study. Nine polymorphisms previously associated with ventricular remodeling were
determined: 1/D ACE, AGTRI1(A1666C), CYP11B2(C344T), PGC1l-a(G482S),
COLIAL(G2046T), ADRB1(R389G), NOS3(G894T), RETN(-420C>G), CALM3(-
34T>A). Their potential influence on prognosis, assessed by hospital admissions and

their cause were recorded.

Results: The median follow-up time was 49.5 months. Allele and genotype frequencies
did not differ between patients and controls. Thirty six patients (21.5%) required urgent
hospitalization (18.5% for heart failure, 22.2% for atrial arrhythmias, 11.1% for
ventricular arrhythmias, 29.6% for ischemic heart disease, 14.8% for stroke and 3.7%
for other reasons) with a hospitalization rate of 8.75% per year. Multivariate analysis
showed an independent predictive value for non-carriers of polymorphic COL1A1 allele
[HR:2.76(1.26-6.05), p=0.011] and a trend in homozygous carriers of ADRB1 Arg389

variant [HR:1.98(0.99-4.02); p=0.057].

Conclusion: Our study suggests that COL1A1 polymorphism (2046G>T) is an
independent predictor of prognosis in HCM patients supporting the importance of non-

sarcomeric genes on clinical prognosis in HCM.
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Introduction

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a relatively common cardiovascular disease
with a reported prevalence of 0.02-0.23% in adults. HCM is defined by the presence of
increased left ventricular wall thickness that is not solely explained by abnormal loading
conditions (1). Cardiomyocyte hypertrophy, myofibrillar disarray and fibrosis are the

main structural characteristics (2).

Clinical presentation and course show a marked heterogeneity (1), while its
pathogenesis is not completely understood with different pathophysiological pathways
proposed and several biomarkers identified (3). Patients may remain asymptomatic or
stable over long periods of time with normal longevity. However, many patients may
suffer adverse clinical events with potential premature death. Sudden cardiac death due
to ventricular tachyarrhythmia is probably the most dreaded complication and, hence,
has focused most efforts (4). In addition, heart failure, cardiac arrhythmias and stroke

are the most common events for clinical admission in HCM patients (5, 6).

Mutations in cardiac sarcomeric protein genes with an autosomal dominant pattern of
heritability are the most frequent aetiology. However, a group of non-sarcomeric genes
have been postulated to act as modifiers in HCM which could explain the observed
heterogeneity. In particular, polymorphisms in genes encoding proteins of the renin-
angiotensin-aldosterone system (7), proteins associated with collagen synthesis (8) and
Bl-adrenergic receptor gene (9) have attracted much interest. Recently, non-sarcomeric
proteins related with inherited heart disease have also been related and have rekindled
interest in this field (10). We performed a research project to identify potential candidate
polymorphisms in non-sarcomeric proteins that could be associated with the clinical

prognosis in HCM patients [Table 1].



We therefore hypothesized that the cited non-sarcomeric genes are associated with the

clinical prognosis in HCM patients.



Material and Methods

We prospectively recruited HCM patients after performing cardiac magnetic resonance
(CMR) and healthy controls from 3 referral centres in south-eastern Spain. Patients and
controls were clinically stable at entry in the study, without ischemic heart disease or
presence of any other significant comorbidities that could mask the effect of the
analyzed polymorphisms. The diagnosis of HCM was based on the presence of
unexplained left ventricular hypertrophy >15 mm, or in accordance with criteria for the
diagnosis of familial disease in patients with at least one first-degree relative who has an
unequivocal diagnosis (1). A complete history and clinical examination was performed,
including 12-lead electrocardiogram, standard echocardiography, symptom limited
treadmill exercise (Bruce protocol), 24 hour electrocardiogram-Holter monitoring and a
blinded magnetic resonance study. All patients were included in the study after CMR,
so patients with previous pacemakers or implantable cardioverter-defibrillators (ICD)

were excluded.

All recruited subjects gave their informed consent to participate in the study, which was
approved by the Ethics Committee of Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca. The study was carried out according to the principles of the Declaration of

Helsinki, as amended in Edinburgh in 2000.

During follow up, deaths and all urgent hospitalizations and their cause were recorded.
Urgent hospitalization was defined as any non-scheduled hospital admission in which
the patient had to stay at least one night. Heart failure diagnosis was based on related
signs and symptoms. Atrial and ventricular arrhythmias were documented with surface

electrocardiogram. Sudden cardiac death was defined as an unexpected death due to



cardiac causes that occurs within 1 hour of symptom onset. Cardiac ischemic event was
established with the combination of usual clinical, electrocardiographic or enzymatic

manifestations. Stroke diagnosis was assessed with signs, symptoms and neuroimaging.

Blood samples and laboratory assays

Venous blood was collected without trauma or stasis in the morning, by specialized
staff, with the patient fasting for >12 hours. Buffy coat was obtained from plasma
samples by centrifugation for 15 minutes at 3500g. Aliquots were stored at —80°C to
allow batch analysis in a blinded fashion. DNA from peripheral blood was extracted
using DNeasy Blood and Tissue kit and the QlAcube system (Qiagen, Valencia, CA,
USA). After DNA extraction, PCR products were separated by electrophoresis on 3%
agarose gels and visualized by ethidium bromide. The analysis of the SNPs was
approached by allelic discrimination using TagMan probes on real time PCR (TagMan
SNP Genotyping Assays, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). Primers and
probes are commercially available from Applied Biosystems. Standard PCR conditions,
with 60°C of annealing temperature, were applied. Sequencing reactions were done by
BygDye terminator vs3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosytems) and analyzed by

capillary electrophoresis using the 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosytems).

Statistical analysis

Continuous variables were tested for normal distribution by the Kolmogorov-Smirnov
test. The normal distributed continuous variables are shown as mean + standard

deviation, and those non-parametrically distributed are shown as median (interquartile



range). The comparison of discrete variables was done by y2 test or Fisher test (as
appropriate). Comparisons of continuous variables among different discrete variables

were performed by ANOVA test (or Kruskall Wallis as appropriate).

The effect on prognosis was calculated for several clinical, echocardiographic, effort
test, Holter and CMR variables by using a Cox proportional hazards regression. Only
variables showing p values <0.15 were included in the multivariate Cox hazard model.
All p values <0.05 were accepted as independently predictive for the AF outcome.
Statistical analyses were performed using SPSS 19.0 for Windows (SPSS, Inc.,

Chicago, Illinais).



Results

A total of 168 HCM patients (49.8 + 15.2 years, 70.8% males) [Table 2] and 136

controls were included. The median follow-up time was 49.5 months (IQR 25.8-77.0).

Allele and genotype frequencies did not differ markedly between patients and controls
and were similar to previously reported numbers in normal Caucasian populations
(21,22). There were no significant deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium in
the HCM patient and control group (p>0.05). Causal sarcomeric mutations were
analyzed for 115 (68.4%) of our patients, and we were able to identify them in 69

(41.1%) patients.

Thirty six patients (21.4%) required urgent hospitalization during follow-up: 5 (13.9%)
for heart failure, 10 (27.8%) for atrial arrhythmias, 3 (8.3%) for ventricular arrhythmias,
8 (22.2%) for cardiac ischemic event, 5 (13.9%) for stroke and 5 (13.9%) for other
reasons (one for syncope, one for palpitations and 3 non cardiovascular-related) with a
hospitalization rate of 8.75% per year. There were no sudden cardiac deaths during

follow-up among our patients.

Age [HR: 1.03 (95% CI 1.00-1.06); p=0.023] and male sex [HR: 2.31 (95% CI 1.97-
4.47); p=0.013], were significantly associated with urgent hospitalization. Related to
analyzed polymorphisms in non-sarcomeric proteins, survival analysis (Cox regression)
showed that non-carriers of polymorphic COL1ALl allele (COLALA G/G) presented
higher urgent hospitalization rate [HR: 2.67 (1C95% 1.25-5.68); p=0.011] as did
homozygous carriers of ADRB1 Arg (C) allele (ADRB1 C/C) ([HR: 2.16 (1.11-4.21);
p=0.024], [Table 3]. For the rest of the studied polymorphisms we did not find any

significant association. Hence, we focused on deep into these two polymorphisms. Data



on genotype frequencies patients and controls of COL1Al (2046G>T) and ADBR1

(R389G) polymorphisms are listed in Table 4.

Non-carriers of polymorphic COL1A1 and homozygous carriers of the Arg389 variant
in ADRBL1 gene had a worse event-free survival at follow-up. [Log rank p= 0.08 and

0.020, respectively (Fig 1A and 1B, respectively)].

No association with prognosis was found for causal sarcomeric mutations. After
adjusting for demographic and clinical variables, age [HR: 1.03 (95% CI 1.00-1.05);
p=0.047] and non-carriers of polymorphic COL1A1l allele [HR: 2.76 (1.26-6.05),
p=0.011] remained as independent predictive variables. Meanwhile, homozygous
carriers of the Arg389 variant in ADRB1 gene exhibited a clear trend [HR: 1.98 (0.99-

4.02); p=0.057], [Table 5].
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Discussion

This is the first study to show that polymorphic COL1Al (2046T) allele is an
independent predictor of better prognosis through less urgent hospitalization in HCM

patients.

This polymorphism affects a binding site for the transcription factor Sp1 within the first
intron of the COL1AL gene, in a region that has been previously shown to be important
for regulation of collagen transcription. Functional effects on collagen gene regulation
that leads to abnormal production of collagen and reduced bone strength by affecting
bone density and quality have been previously described (16). In fact, it is associated
with reduced bone mineral density and could predispose to incident vertebral fractures
in women, independent of bone mineral density (23). Musculoskeletal soft tissue
pathologies as cruciate ligament ruptures, shoulder dislocation (24) and pelvic organ
prolapse in women (25) have also been associated. On cardiovascular pathophysiology,
it has been proposed to play a role in the regulation of arterial compliance (26) and on
myocardial infarction (27). However, there are also reports indicating the lack of these
associations and the functionality of this polymorphism is still controversial.
Extracellular matrix is a dynamic structure involved in the control of numerous cellular
functions and plays a central role in myocardial adaptation to stress by facilitating
cardiac remodeling (28). Increased extracellular matrix leads to interstitial fibrosis under
increasing amounts of collagen type I and 111 (29). In fact, collagen turnover is enhanced
in HCM patients and collagen type | synthesis prevails over its degradation (30,31).
Furthermore, in a previous study we investigated the implications of collagen peptides
in tissue remodeling and clinical prognosis (32). We found that different peptides of

collagen type I/1ll associated with some important clinical findings, indicating the

11



complexity of the processes participating in HCM pathophysiology. In addition, the
underlying mechanisms affecting transcription factor Spl and its role in the collagen
turnover modulation are not well understood. Thereby, COL1Al (2046G>T)
polymorphism that affects a main component of interstitial fibrosis may lead to changes
in the biomechanical and material properties and turnover and could explain the

differences in clinical events in our patients.

The ADBRL is a key cell surface signaling protein expressed in the heart and other
organs that mediates the actions of catecholamines of the sympathetic nervous system.
ADBR1 Arg389 allele is associated with slightly increase in basal and three fold

stimulated adenylate cyclase activity and increased sensitivity to stimulation (33).

Chronic stimulation of the ADBR1 leads to hypertrophy and heart failure in ADBR1
transgenic mice that over-expressed ADBR1 (34). In humans, this polymorphism has
been related with augmented risk of congestive heart failure (35) and also with improved
beta-blockers response in heart failure patients (22). Thyroid hormones are important
elements of the regulation of ADBR1 expression and the density of ADBR1 in
myocardium. In fact, expression during thyrotoxicosis is considerably increased and
ADBR1 Arg389 has been recently related with left ventricular hypertrophy in humans
(36). This genetic variation may explain differences on pathophysiologic characteristics
that confer higher risk of left ventricular hypertrophy in human essential hypertension
(9), a common clinical feature in hypertension and a powerful independent risk factor
for cardiovascular morbidity and mortality. Moreover, it has been related with atrial
fibrillation in systolic heart failure (37). Thus, this polymorphism with augmented
activity and associated with relevant clinical events in other cardiovascular arena could

also account for the worse prognosis seen in our HCM patients.
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Limitations

Our study was conducted in three monographic medical consultations which could
result in a selection bias. It is known that these monographic outpatient clinics tend to
accumulate more symptomatic patients with poor prognosis. On the other hand, patients
were included after performing CMR. For this reason previously pacemakers and ICDs
carriers were excluded. This could have prevented more symptomatic or worse
prognosis patients entered the study. And finally, limited sample prevents the

individualized analysis of each event.

Conclusion

Our study suggests that COL1A1 polymorphism (2046G>T) is an independent predictor
of prognosis in patients with HCM, while polymorphism ADRB1 (R389G) shows a
trend, supporting the importance of non- sarcomeric genes on clinical prognosis in

HCM patients.
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Figure legends:

Figure 1. Kaplan—-Meier cumulative survival free of urgent hospitalization curve in the
univariate analyses. (A) The absence of the polymorphic allele of COL1Algene is
associated with increased urgent hospitalization. (B) The homozygous carriage of the

Arg389 (CC) variant of ADRBL1 gene shows a trend towards urgent hospitalization.
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Table 1. Candidate polymorphisms in non-sarcomeric proteins.

Polymorphism

I/D ACE

AGTR1(A1666C)

CYP11B2 (C344T)

PGCl-a (G482S)

COLIAL (G2046T)

ADRB1 (R389G)

NOS3 (G894T)

RETN (-420C>G)

CALMS3 (-34T>A)

Effect
Hypertrophy in general population
Severe hypertrophy in HCM patients
Expression of hypertrophy in HCM
Predictor of atrial fibrillation development in
HCM
Greater ventricular thickness in HCM
Impaired collagen synthesis and shift in the
biomechanical and material properties of bone
Higher risk of left ventricular hypertrophy in
human essential hypertension
Increased wall thickness in Fabry disease
Coronary spastic angina in HCM patients
Cardiac fibrosis in HCM

Development of hypertrophy in HCM

Ref.
(11)
(12)
(13)

(14)

(15)

(16)

(9)

(17)
(18)
(19)

(20)
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Table 2. Demographic and clinical baseline characteristics of the patients included in
the analysis of the two polymorphisms in non-sarcomeric genes.

Variables Patients (168)
Age 49.8 +15.2
Sex male (%) 120 (71.4)
Hypertension (%) 59 (35.1)
Diabetes mellitus (%) 14 (8.3)
NYHA class -1V (%) 74 (44.0)
Previous syncope (%) 17 (10.1)
Previous AF (%) 22 (13.1)
Previous angina (%) 38 (22.6)

Maximum LV wall thickness, mm (median, IQR) 20.5 (17.2-24.5)

Obstructive (gradient >30 mm Hg) (%) 57 (33.9)
LV Ejection fraction (%) 69.3+9.8
Non-sustained ventricular tachycardia (%) 56 (33.3)
Left atrial diameter (mm) 425+75

Number of LGE segments/patient (median, IQR) 2.0 (0-5.2)

Drugs
ACE inhibitors (%) 14 (8.3)
ARBs (%) 16 (9.5)
Beta-blockers (%) 121 (72.0)
Disopiramide (%) 12 (7.1)

NYHA, New York Heart Association; AF, atrial fibrillation; IQR, interquartile range; LV, left ventricle; LGE, late
gadolinium enhancement; ACE, Angiotensin Converting Enzyme; ARBs, Angiotensin Receptor Blocker
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Table 3. Association of the studied polymorphisms with urgent hospitalization during

follow-up.
Polymorphism Condition p
(homozygous/presence polymorphic allele)
I/D ACE homozygous 0.814
presence 0.387
AGTR1(A1666C) homozygous 0.474
presence 0.564
CYP11B2 (C344T) homozygous 0.973
presence 0.941
PGC1l-a (G482S) homozygous 0.976
presence 0.634
COLIAL (G2046T) homozygous 0.570
presence 0.011
ADRB1 (R389G) homozygous 0.024
presence 0.478
NOS3 (G894T) homozygous 0.960
presence 0.245
RETN (-420C>G) homozygous 0.524
presence 0.217
CALM3 (-34T>A) homozygous 0.785
presence 0.272
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Table 4. Genotype frequencies of COL1Al (2046G>T) and ADRB1 (R389G)
polymorphisms.

Genotype Patients Percentage = Controls  Percentage p-value
Frequency (n=168) (%) (n=136) (%)
COL1Al1

GIG 96 57.1 93 68.4

GIT 61 36.3 39 28.7

T/T 11 6.5 4 2.9

Total 168 100 136 100 0.089
ADRB1

c/C 75 44.6 61 44.9

CIG 75 44.6 63 46.3

G/G 18 10.7 12 8.8
00 168 100 136 100 0.852
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Table 5. Association of different demographic, clinical and genetic variables with
urgent hospitalization during follow-up.

Variable

Univariate

Multivariate

HR (95% ClI)

P HR (95% CIl)  p

Age

Sex male

Previous AF

Hypertension

Diabetes mellitus
Obstructive (gradient > 30
mmHgQ)

Late gadolinium enhancement
NYHA

Ejection fraction
Abnormal blood pressure
response in effort test
COLA1AG/G

ADRB1 C/C

1.03 (1.00-1.06)
2.31 (1.97-4.47)
1.81 (0.85-3.86)
1.56 (0.72-3.35)
0.70 (0.15-3.36)

1.03 (0.52-2.07)

0.96 (0.86-1.07)
1.50 (0.84-2.68)
0.97 (0.93-1.01)

1.76 (0.79-3.92)

2.67 (1.25-5.68)

2.16 (1.11-4.21)

0.023 1.03 (1.00-1.05) 0.047
0.013 1.81(0.88-3.71) 0.105
0.122 1.22(0.53-2.78) 0.641
0.259
0.656

0.925

0.487
0.173
0.207

0.168

0.011 2.76 (1.26-6.05) 0.011

0.024 1.98(0.99-4.02) 0.057

AF, atrial fibrillation; NYHA, New York Heart Association Functional Classification.

23



Figure 1:

A)
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B)

CUMULATIVE SURVIVAL (%)
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