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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1 $Qué es la enfermedad de Fabry?
1.1.1 Concepto y definicién

La enfermedad de Fabry (EF) es una enfermedad rara de deposito
lisosomal, de base genética y con un patrén de herencia ligado al cromosoma
X. En esta entidad, se produce una deficiencia en la actividad de la enzima
lisosomal a-galactosidasa A (a-Gal A) que en condiciones normales degrada
un glicoesfingolipido neutro, la globotriasilceramida (Gb3), para dar galactosa
y lactosilceramida (Figura 1) (1). El acumulo de Gb3 en los lisosomas debido
a esta deficiencia se produce a nivel de diferentes células, especialmente en
las células del epitelio renal, las células miocardicas, las neuronas de los
ganglios raquideos, las células del sistema nervioso autonomo vy las células
endoteliales, periteliales y del musculo liso del sistema vascular. Este
continuo depdsito a nivel del rifidn, corazon, sistema nervioso y en la piel lleva
a una disfuncién de dichos 6rganos, causando insuficiencia renal, hipertrofia
cardiaca y accidentes cerebrovasculares prematuros, reduciendo la
esperanza de vida en 20 afos para los pacientes varones y en 15 afios para

las mujeres.

Segun las recomendaciones publicadas, se considera un paciente con EF
a "toda persona de cualquier edad y sexo con una alteracion genética y/o
bioquimica de la enzima a-Gal A, y con manifestaciones clinicas compatibles
o susceptibilidad conocida a desarrollarlas” (2).
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Globotriaosilceramida (Gb,)

Ceramida
@ +

Lactosilceramida (Gb,)

Figura 1. Mecanismo de actuacién de la enzima a-Gal A

1.1.2 Incidencia

La EF es la segunda enfermedad de deposito lisosomal mas frecuente
después de la enfermedad de Gaucher, con una incidencia mundial estimada de
uno en 40.000 a uno en 117.000 nacimientos en la forma clasica de la
enfermedad. En los ultimos afios se han publicado incidencias variables entre
diferentes paises y, teniendo en cuenta la concienciacion actual en el despistaje
de esta enfermedad, es posible que la prevalencia actual de la enfermedad sea
mayor que la reportada previamente, especialmente si las formas tardias o no
clasicas son tenidas en cuenta. De hecho, recientes estudios de muestreo en
recién nacidos sugieren que la incidencia puede ser mucho mayor, del orden de

1 de cada 3100 nacimientos (3).

1.1.3 Antecedentes historicos

La entidad fue descrita inicialmente y de manera simultanea por dos médicos
dermatologos europeos. Johannes Fabry (1860-1930, Alemania) describié en
1898 el caso clinico de un varén de 13 aios con purpura nodular que desarrollé
mas tarde albuminuria, definiendo esta enfermedad como un tipo de
angioqueratoma corporal difuso (angiokeratoma corporis diffusum) (4). William
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Introduccion

Anderson (1842-1900, Inglaterra) describié también ese mismo afio un caso de
un varon de 39 afos con angioqueratomas, afectacion de la funcion renal con
proteinuria y deformidad de los dedos, varices y linfedema (5). Debido a esta
aportacion, esta entidad fue conocida inicialmente como enfermedad de
Anderson-Fabry, pero como cuando coexisten varios eponimos médicos
sobrevive el mas difundido, en la actualidad es mas conocida como enfermedad

de Fabry.

Durante la primera mitad del siglo XX se publicaron varios casos clinicos con
anhidrosis, acroparestesias y afectacion ocular. En 1947, Pompen et al.
sugirieron que se trataba de una enfermedad de depodsito sistémico tras
descubrir en el estudio post-mortem la presencia de vacuolas anémalas en las
células de dos pacientes hermanos afectos de esta enfermedad (6). Pocos afios
después, en 1953, Hornsbostel y Scriba, con el conocimiento de que el material
de depdsito era de origen lipidico, fueron los primeros en confirmar el diagnostico
mediante biopsia cutanea (7). En la década de los 60 se profundizé en el
conocimiento de esta enfermedad, clasificandose en 1963 como una
esfingolipidosis tras aislar glicoesfingolipidos neutros en las muestras (8). Dos
afnos después, en 1965, Opitz et al. describieron que se trataba de una
enfermedad genética con herencia ligada al cromosoma Xy en 1967 Brady et al.
(9) demostraron la deficiencia especifica de la enzima ceramidatrihexosidasa
(actualmente conocida como a-Gal A) en esta enfermedad. Décadas después,
en 1989, un estudio de Kornreich et al. (10) publicé la secuenciacion completa
del gen que codifica la enzima a-Gal A, lo que supuso el primer paso necesario
para la produccion "in vitro" de la enzima recombinante y su uso como terapia

de sustitucion enzimatica en la actualidad.

1.1.4 Genética

El gen Galactosidasa Alfa (gen GLA) que codifica la enzima a-Gal A esta
localizado en el brazo largo del cromosoma X, en la region Xq22.1. Esta
compuesto por siete exones comprendidos en un rango de tamafo, que oscila
entre las 92 y 291 pares de bases. El gen codifica un polipéptido de 429
aminoacidos (Figura 2).
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Gen:GLA ENSG00000102393

k Ig

i 3

| Exond |

(Cromosoma X:g 100.652.791-100.662.913) <——

Figura 2. Gen GLA codificador de la enzima a-Gal A

Hasta la fecha han sido descritas mas de 800 mutaciones que afectan los
siete exones del gen GLA, principalmente mutaciones con cambio de sentido
(missense), pero también mutaciones sin sentido (nonsense), asi como
deleciones y duplicaciones de un aminoacido, con efectos variables sobre la
actividad de la enzima a-Gal A dependiendo del tipo y el lugar de la mutacién
(11). Algunas familias, ademas, presentan mutaciones exclusivas, que podrian
explicar la variabilidad en la presentacién clinica de dicha enfermedad (12).
Aunque la relacién entre la mutacion en el gen GLA, la reduccion en la actividad
enzimatica y la acumulacion del sustrato es cualitativamente clara, el rol de cada
mutacion individual en la generacion de diferentes concentraciones de sustrato
y su acumulacion en los tejidos e impacto funcional en los 6rganos aun no esta

absolutamente dilucidado (13).

La transmisién de la enfermedad se produce por herencia ligada al
cromosoma Xy las mujeres portadoras por tanto, transmitiran el alelo defectuoso
a la mitad de sus hijos varones y hacen heterocigotas al 50% de sus hijas. Los
varones afectados, tendran hijos sanos pero transmitiran el alelo defectuoso a
todas sus hijas.

Hasta hace pocos afios, se aceptaba que la herencia estaba ligada al
cromosoma X de forma recesiva y que, por tanto, las mujeres unicamente serian

portadoras y transmisoras del defecto genético pero no desarrollarian la
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Introduccion

enfermedad debido a su actividad enzimatica normal o ligeramente reducida.
Actualmente se ha desechado esta hipétesis y estudios recientes han mostrado
que las mujeres heterocigotas pueden presentar la enfermedad con la misma
severidad que los varones, aunque frecuentemente con un inicio mas tardio que
en ellos, con una presentacion clinica mas variable y una progresion mas lenta
de la enfermedad (14)(15)(16).

1.2 Manifestaciones clinicas generales de la enfermedad de Fabry

Se han descrito dos formas clinicas de la enfermedad: la forma clasica, que
aparece en el 90-95% de los casos, en la cual no existe actividad enzimatica y
presenta una evolucion progresiva desde la infancia/adolescencia (Figura 3) por
acumulo de Gb3 en los diversos tejidos y otra forma, poco frecuente y tardia, en
la cual existe una actividad enzimatica residual, que conlleva que el acumulo de
Gb3 no sea tan importante y en la que la afectacion organica queda restringida
a un unico érgano, que suele ser el corazén, rindn o sistema nervioso central. A
estas formas clinicas restringidas a un unico 6rgano se les denomina variante no
clasica o de comienzo tardio o, simplemente, formas cardiacas o renales
dependiendo de qué aspecto clinico se quiera enfatizar. Sin embargo, la
evidencia clinica actual es que no existen dos formas clinicas separadas sino un

espectro clinico continuado (17)(18).

einuria, renal failure

ratomas, hypohidrosis

4 Pain, febrile crises
L I

_ l
Age O 10 20 30 40 50

Figura 3. Afectacion organica tipica en las variantes clasicas de la EF segun la edad (adaptado de
Linhart et. al (19))
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En general, los sintomas mas frecuentes de la enfermedad en su forma
clasica son el dolor neuropatico, los angioqueratomas cutaneos y mas tarde, la
afectacion renal y la cardiaca. Las manifestaciones clinicas tipicas de la EF como
son las acroparestesias (dolor cronico de tipo neuropatico en palmas y plantas
con crisis episddicas denominadas "crisis de Fabry"), la hipo o hiperhidrosis, los
angioqueratomas tipicamente en la zona genital y nalgas (conocido como
"calzon del Fabry") y los sintomas gastrointestinales como la diarrea
postpandrial, las nauseas o el dolor abdominal, aparecen durante la infancia y la
adolescencia. Durante la segunda década de la vida comienza frecuentemente
la afectacion renal, en forma de microalbuminuria inicialmente y posteriormente
de proteinuria e insuficiencia renal. Progresivamente se sumara la afectacion
cardiaca en forma de miocardiopatia hipertréfica y la cerebral en forma de
accidentes cerebrovasculares por depdsito de Gb3 en la pared vascular, todo
ello conllevando una pronunciada reduccion de la calidad de vida y la esperanza
de vida de dichos pacientes (Tabla 1y Figura 4).
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Edad tipica de inicio

Sintomas y signos

Infancia y adolescencia

(<16 anos)

Dolor neuropatico

Alteraciones oftalmologicas (cornea verticillata y
tortuosidad de vasos de la retina)

Hipoacusia

Dishidrosis (hipohidrosis e hiperhidrosis)
Intolerancia al calor y al ejercicio

Fiebre

Molestias gastrointestinales como crisis de dolor,
diarrea, nauseas

Letargia y cansancio

Angioqueratomas

Inicio de signos renales y cardiacos, como
microalbuminuria, proteinuria y variabilidad

anormal de la frecuencia cardiaca

Adulto joven
(17-30 afios)

Extensidn de los previos: Proteinuria y fallo renal
progresivo. Cardiomiopatia.
Accidentes isquémicos transitorios, ictus

Dismorfia facial con prognatismo y rasgos toscos

Adulto mayor
(edad >30 afios)

Empeoramiento de los previos

Enfermedad cardiaca establecida (hipertrofia
ventricular (generalmente simétrica), angina,
arritmias y disnea)

Accidentes isquémicos transitorios, ictus

Osteopenia y osteoporosis

Tabla 1. Signos y sintomas tipicos de la enfermedad de Fabry segun la edad
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R N (e.g. depression)
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Figura 4. Sintomas y signos mas frecuentes en la EF (los que suelen iniciarse en la
infancia/adolescencia estan marcados con un asterisco). A la izquierda se muestra una imagen de

la tipica cornea verticillata y a la derecha de los angioqueratomas (adaptado de Yousef Z. et al (20))

1.2.1 Manifestaciones cutaneas

La afectacién endotelial es la responsable de las lesiones cutaneas de la
enfermedad, que aparecen habitualmente entre la infancia y la adolescencia en
forma de angiomas superficiales, telangiectasias y angioqueratomas. Estos
ultimos son los mas caracteristicos de la entidad, a la que dieron nombre
originariamente. Son lesiones papuloeritematosas, con superficie queratosica,
que no blanquean a la vitropresion y tienden a aumentar en numero y tamafio
con el paso del tiempo. Se localizan habitualmente en la zona inferior del
abdomen, el escroto, los muslos y las nalgas, con distribucidon
caracteristicamente simétrica. En ocasiones pueden verse en localizaciones
menos habituales, como en mucosas o regiones retroauriculares. Aparecen
practicamente en todos los varones durante la evolucion y hasta en un 35% de
la mujeres heterocigotas (21)(22).

Los pacientes con EF pueden presentar también hipohidrosis, incluso
anhidrosis e hiperhidrosis, por deposito de Gb3 en las glandulas sudoriparas
ecrinas. Esto origina intolerancia al calor y al ejercicio, disnea, cefalea, mareo o
sincope (23)(24).
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En un 50% de los pacientes de sexo masculino, a partir de la adolescencia se
ponen de manifiesto algunas caracteristicas fenotipicas propias de la
enfermedad: cejas tupidas, frente hundida, nariz bulbosa, arcos supraciliares
prominentes, labios gruesos, rasgos toscos y prognatismo, entre otras, que dan
una apariencia acromegaloide a estos pacientes (21)(23).

Por ultimo otra manifestacion que puede aparecer en algunos casos es el
linfedema debido a la alteracion estructural y funcional de los vasos linfaticos
cutaneos (25).

1.2.2 Manifestaciones oculares

La anomalia ocular mas caracteristica de la EF, aunque no patognomonica,
es la cornea verticillata. Se produce por la acumulacion de glicoesfingolipidos en
las células basales epiteliales, dando lugar a la opacidad de la cornea. Aparece
en un 40% de los pacientes menores de 18 afos y se ha descrito en algunos
casos en varones de hasta 5 afios de edad. Habitualmente no afecta a la visidon
y debe realizarse una exploracién con lampara de hendidura para su deteccion.
Constituye, conjuntamente con los angioqueratomas, una de las
manifestaciones objetivables y caracteristicas de la enfermedad en los primeros
anos de vida. Con la edad, son frecuentes también la aparicion de tortuosidad
venosa conjuntival y/o retiniana, y la formacion de cataratas subcapsulares

posteriores (26).
1.2.3 Manifestaciones neurolégicas

En la EF tipicamente se afectan tanto el sistema nervioso periférico en forma
de crisis de dolor, siendo esta la principal manifestacion en los primeros afios de
vida junto con las gastrointestinales, como el sistema nervioso central en forma

de eventos cerebrovasculares precoces.

El dolor neuropatico cronico, clasicamente denominado acroparestesias
aunque se recomienda el abandono del término pues los pacientes realmente
sufren dolor y no sensacion de hormigueo no dolorosa que serian las
parestesias, constituye una de las manifestaciones mas caracteristicas en los
pacientes pediatricos y siendo el porcentaje de enfermos con dolor neuropatico
de alrededor del 70% en ambos sexos. Es un dolor constante, definido por los
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pacientes como "punzante" o "quemante", al que se anaden episodios de dolor
neuropatico intenso ("crisis de Fabry"), de minutos a semanas de duracion. En
estos episodios, el dolor afecta predominantemente a manos y pies, y puede
irradiar en sentido proximal, aunque puede afectar a cualquier parte del cuerpo.
Pueden ser desencadenados por temperaturas extremas, ejercicio fisico o
situaciones de estrés. Estas crisis de dolor pueden persistir a lo largo de la vida
y, aunque pueden aumentar o disminuir en su intensidad, la frecuencia suele
verse reducida con el paso de los afos. Los estudios neurofisiologicos
convencionales (electromiograma y velocidad de conduccidn nerviosa) suelen
ser normales, debido a que se trata de una afectacion predominantemente de
las fibras nerviosas de pequefio diametro, amielinicas (27)(28). El origen del
dolor se debe al depdsito de Gb3 en los ganglios de la raiz dorsal y en las
terminaciones axonales de los nervios periféricos. El grado de difusién esta
relacionado con la superficie total de los axones y el recubrimiento de mielina
puede actuar como protector para evitar este depdsito. Esto explicaria por qué
son las pequefias fibras nerviosas amielinicas las mas susceptibles y por qué

comienza el dolor en las zonas distales (axones mas largos)(28).

También existe un afectacion de las fibras nerviosas autonémicas de pequefio
tamafio y dicha afectacion parece ser la causante de las alteraciones
gastrointestinales (diarreas, dolor abdominal codlico, nauseas o vomitos,
distension abdominal), hiper o hipohidrosis, disminucién de la contraccidn
pupilar, disminucion de la produccion de saliva y lagrima, asi como del aumento
de la frecuencia cardiaca con el ejercicio y en estados avanzados, de la
hipotensidn ortostatica (28).

De forma secundaria y fundamentalmente debido a esta sintomatologia
descrita, con frecuencia los nifios con EF son menos activos que otros chicos de
su edad, rechazando la participacion en actividades deportivas. Presentan un
mayor indice de absentismo escolar y, a partir de la adolescencia, pueden
mostrar una tendencia a la personalidad depresiva asi como trastornos de
ansiedad(29).
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Respecto a los eventos cerebrovasculares, la edad media de aparicidén se
situa alrededor de los 30 afios en varones y los 45 en mujeres. Hasta un 48% de
los varones y un 32% de las mujeres presentan segun algunas series un episodio
cerebrovascular en algun momento de su enfermedad (30). Dichos eventos son
atribuidos generalmente a la existencia de una micro- y macro-vasculopatia
cerebral (29). El depdsito de Gb3 en el endotelio y en la capa muscular de la
pared de los vasos sanguineos cerebrales puede provocar accidentes
cerebrovasculares precoces recurrentes, accidentes isquémicos transitorios y
lesiones de sustancia blanca (31). La afectacion vascular a nivel de los grandes
vasos, hace que aparezcan en estudios de neuroimagen elongados, tortuosos vy
dilatados y afecta predominantemente al territorio vértebrobasilar, pero cualquier
otro vaso puede verse afectado (32). Segun algunos estudios, alrededor del
1.2% de los ictus isquémicos criptogénicos en pacientes jovenes podrian
atribuirse a la EF, por lo que dicha entidad debe ser considerada ante un ictus
de causa desconocida en un paciente joven, especialmente ante la combinacion
de ictus en el territorio de la arteria vértebrobasilar o que se asocie con dilatacion
de las arterias del cerebro, maxime si tiene otros datos clinicos generales de EF

como la proteinuria (33).
1.2.4 Manifestaciones renales

Las manifestaciones renales aparecen en al menos la mitad de los varones,
siendo este porcentaje ligeramente inferior en las mujeres (34). Existe evidencia
de que el depdsito de glucoesfingolipidos a nivel renal se inicia ya en el periodo
fetal, siendo éste principalmente en los podocitos glomerulares, en el endotelio
vascular y a nivel tubular distal (35). Los primeros signos clinicos aparecen entre
la primera y la tercera décadas de la vida, en forma de microalbuminuria,
proteinuria, de una disminucion de la capacidad de concentracion urinaria
(isostenuria) y de fenomenos de hiperfiltracion glomerular, que podrian afectar
negativamente a la funcidn renal en etapas posteriores de la vida. La proteinuria
es un signo de afectacion precoz frecuente en la EF en ambos sexos. La
evolucion clinica de la enfermedad conduce al desarrollo de una insuficiencia
renal crénica entre los 25 y los 50 afios que, en algunos casos, evolucionara a
una insuficiencia renal terminal, principal causa de muerte hasta la aparicion del

trasplante renal (36).
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1.3 Escalas de valoracion clinica y pronéstica

En los ultimos afos se han desarrollado varias escalas para medir el
grado de severidad de la afectacion y el prondstico en los pacientes con EF.
Beck et al. (37) desarrollaron y validaron el indice "Mainz Severity Score Index"
(o MSSI Score), que tiene una puntuacion global de 0 a 76 puntos y que se
obtiene a partir de la suma de la puntuacién de la afectacion general sistémica,
neurologica, cardiovascular y renal. Las manifestaciones de cada organo
contribuyen a la puntuacion en funcion del peso clinico dentro del espectro de la
EF y es empleada, a falta de un biomarcador validado a dia de hoy, como
monitorizacion del seguimiento clinico del paciente, asi como guia del
tratamiento. Una puntuacién inferior a 20 indicaria una afectacion leve y una
puntuacion superior a 40 una afectacion severa, indicando puntuaciones entre

20 y 40 una afectacion moderada.

Por otro lado, Hugues et al. (38) desarrollaron y validaron el indice "Fabry
International Prognostic Index" (o FIPI), que permite predecir el prondstico del
paciente en cuanto a eventos cardiacos, renales, neurolégicos o mortalidad
global y por otro lado, Giannini et al. (39) desarrollaron la escala conocida como
"Disease Severity Score System" (0o DS3) que demostré tener una buena

correlacion con el grado de afectacion o severidad de la enfermedad.
1.4 Enfermedad de Fabry en la mujer

El curso clinico y el prondstico en las mujeres, difiere parcialmente del de los
pacientes varones hemicigotos. Aunque vinculada al cromosoma X, cada vez
hay mas datos de que muchas mujeres afectadas por este trastorno presentan
hipertrofia ventricular izquierda, ictus, funcidn renal anormal, dolores
neuropaticos y sintomas gastrointestinales crénicos. Dichas manifestaciones se
deben probablemente, al menos en parte, al proceso normal aleatorio de
inactivacion cromosomica X (Lyonizacion) durante la embriogénesis, que causa
una porcion variable de células con cromosoma X normal y otras con la mutacion
de la a-Gal A (40)(41). Al menos el 40% de las mujeres heterocigotas con EF
presentan una actividad de la a-Gal A en sangre que oscila entre normal y
ligeramente por debajo de lo normal, debido a la presencia de leucocitos tanto

normales como con expresion anormal de la a-Gal A, de ahi que sea necesaria
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la secuenciacion del gen GLA para confirmar la heterocigosis (42)(43).

No obstante, es probable que la expresion de la enzima en sangre no sea
representativa de la expresion en érganos individuales por la variabilidad de la
inactivacién del cromosoma X entre sangre y el resto de tejidos (42) , y aunque
el fenotipo de la enfermedad en mujeres es a menudo menos grave y de
aparicion mas tardia que en los varones, algunas mujeres presentan sintomas
tan severos como los que afectan a los varones (44). Sin embargo, la alta
prevalencia de caracteristicas clinicas discapacitantes en mujeres heterocigotas,
s6lo se conoce desde que el advenimiento del tratamiento sustitutivo enzimatico
(TSE) ha aportado un incentivo para el estudio mas cuidadoso de dichas
pacientes. En un estudio de cohorte disefiado especificamente para la valoracion
de la EF en mujeres, se registré una supervivencia acumulada mediana de 70
anos, lo que representa una reduccion aproximada de 15 afos respecto a la
poblacion general, presentando el 50% de las mujeres estudiadas
complicaciones graves o debilitantes debidas a la enfermedad y el 70% alguna
forma de dolor neuropatico (45). Se ha descrito que hasta el 77% de las mujeres
presentan sintomatologia neuroldgica, el 59% cardiaca, aumentando el indice
de masa ventricular izquierda exponencialmente con la edad y existe afectacion
renal hasta en un 40% de los casos, siendo las neurologicas las primeras en
desarrollarse (media: 16 afios) mientras que las cardiacas (media: 33,5 afios) y
renales (media: 37,3 afios) aparecian mas tarde (46).

El resto del espectro clinico abarca manifestaciones clinicas similares a los
hemicigotos, habiéndose descrito sintomas gastrointestinales en la mitad de las
mujeres estudiadas, hipohidrosis y acufenos en el 33 y el 25% de los casos
respectivamente, angioqueratomas en el 63% y afectacidén corneal en el 82% de
los casos (45)(47).
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1.5 Manifestaciones cardiacas: La miocardiopatia en la Enfermedad de
Fabry

La afectacién cardiaca es frecuente en los pacientes con EF, habiéndose
descrito manifestaciones cardiacas en aproximadamente el 40-60% de los
pacientes con EF y es una de las tres mayores causas de morbimortalidad junto

con la enfermedad renal cronica terminal y los accidentes cerebrovasculares.

Los datos recientes obtenidos a partir del registro Fabry Outcome Survey
(FOS) sugieren un cambio en el patron del curso natural de la EF, mostrando un
descenso en la importancia de la insuficiencia renal como una causa de
mortalidad mientras que aumenta la importancia de la afectacion cardiaca. De
hecho, en los pacientes incluidos en el FOS cuyas muertes fueron registradas
entre 2001 y 2007, la afectacion cardiaca era la principal causa de mortalidad
(48).

1.5.1 Patogénesis de la afectaciéon cardiaca

Todas las estructuras cardiacas, incluido el miocardio tanto de las auriculas
como de los ventriculos, el sistema de conduccion, las células endoteliales, los
nervios y las valvulas pueden verse afectadas en los pacientes con EF (49).
Aunque la presentacién clinica en la EF ha sido estudiada ampliamente, los
mecanismos patogénicos que tienen lugar desde el inicio del depdsito de Gb3
hasta la disfuncion celular y tisular y finalmente el desarrollo de las

manifestaciones clinicas aun no han sido lo suficientemente clarificados (50).
1.5.1.1 Fisiopatologia de la hipertrofia cardiaca y fibrosis

La historia natural de la EF desde el punto de vista cardiaco se caracteriza
por una hipertrofia progresiva del musculo cardiaco, con fibrosis en el espacio
intersticial, asi como la desorganizacién o "disarray" de las fibras cardiacas
(Figura 5).
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Figura 5. Histologia de una muestra de miocardio tefiido con tricrémico de Masson donde se

visualiza la desorganizacion de las miofibrillas y el depésito de tejido conectivo. Amplificacion x 100

Se ha observado depdsito de Gb3 en los cardiomiocitos, en las células
endoteliales vasculares y en las células de musculo liso, asi como en el tejido de

conduccion y en los fibroblastos valvulares.

La explicacidon mas aceptada como causante del incremento de la masa del
ventriculo izquierdo (VI) en la EF hasta hace unos afos era el deposito
progresivo de Gb3 en los miocitos. Dicho depdsito de Gb3 a nivel lisosomal
debido al déficit enzimatico conlleva una expansion gradual del sistema
lisosomal, que se extiende desde la zona tipica perinuclear hacia el sarcoplasma.
Este deposito interfiere en el funcionamiento de los cardiomiocitos llevando a la
hipertrofia cardiaca, una reaccién comun a una serie de trastornos metabadlicos
que afectan al corazén (51). Pero posteriormente se vio que el depdsito de Gb3
por si mismo no era capaz de explicar el grado de hipertrofia cardiaca, asi como
el resto de alteraciones cardiologicas. Varios ensayos clinicos han demostrado
que la cantidad de Gb3 encontrada en el miocardio no supera el 2% de la masa
del VI, sugiriendo que otros mecanismos probablemente sean también
responsables del remodelado miocardico, sin conocerse aun exactamente cual
es el mecanismo molecular que une esta acumulacion al eventual dafo celular
y tisular (52)(53).

Es por ello que, aunque no completamente descritos, es probable que

multiples mecanismos inflamatorios y neurohormonales estén detras de la
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disfuncion celular y vascular que provoca la hipertrofia y fibrosis en la EF. A

continuacion, se detallan varios de dichos mecanismos:

- En los ultimos afios la teoria proinflamatoria e inmunologica ha cobrado valor y
se ha objetivado que los esfingolipidos acumulados pueden actuar como
segundos mensajeros simulando la funcion bioldgica de algunas citoquinas y
factores de crecimiento, desencadenando la proliferacion celular (54). Asi,
recientemente se ha publicado un ensayo clinico en el que se demuestra que las
células mononucleares periféricas de los pacientes con EF muestran un estado
proinflamatorio mayor, produciendo mayor cantidad de citoquinas como son la
IL-1B y la IL-6 o el TNF-a.. Ademas, la exposicion de células de pacientes sanos
a valores elevados de Gb3 y un inhibidor de la a-Gal, muestran el mismo perfil
que en los pacientes afectos (50).

- Por otro lado, un metabolito de Gb3, la globotriaosilesfingosina (liso-Gb3),
también es un factor adicional en la patogénesis de la EF. Liso-Gb3 es un
inhibidor de la enzima a-Gal A que promueve la acumulacion de Gb3 y ademas
estimula la proliferaciéon de las células lisas musculares (55) y podria estar

asociada a la hipertrofia de las paredes arteriales y el dafio renal en la EF (56).

- La deplecion de energia en los componentes subcelulares también ha sido
propuesta como un denominador comun en un amplio espectro de
miocardiopatias hipertréficas sarcoméricas y metabdlicas y podria ser también
un factor contribuyente. En este contexto, el mecanismo global de disfuncion
seria un incremento de la demanda energética debido a una ineficiente
utilizacion del ATP a nivel del sarcomero. Esto comprometeria la capacidad de
los cardiomiocitos para mantener los niveles de energia en los compartimentos
subcelulares responsables de la contraccion, resultando en hipertrofia (57). La
disfuncion celular en los cardiomiocitos activaria ademas de las sefales
celulares de hipertrofia, también las de autofagia y apoptosis, que termina con la
desorganizacién de las fibras musculares, la formacion de vacuolas

autofagociticas y la fibrosis (58).

- Recientemente también se ha confirmado un aumento del estrés oxidativo por
el incremento de la produccion del 6xido nitrico miocardico, que provoca el dafio

oxidativo de los miofilamentos y del ADN cardiacos, y finalmente, disfuncion y
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muerte celular (59). También se ha vinculado el Gb3 con la vasculopatia en la
EF, como inductor de estrés oxidativo y aumento de las moléculas de adhesion
como la VCAM-1, a nivel del endotelio de la microvasculatura. Esta disfuncién
microvascular podria ser la clave como desencadenante inicial de los cambios

fisiopatoldgicos precoces en la EF (60).

A nivel macroscoépico la hipertrofia ventricular izquierda (HVI) se detecta en
alrededor del 50% de los pacientes y es mas frecuente y se desarrolla mas
precozmente en los varones que en las mujeres. Casi todos los pacientes
varones una vez alcanzados los 40 afios de edad y casi todas las mujeres
mayores de 50 afos presentan una miocardiopatia hipertrofica con diferentes
grados de hipertrofia ventricular. La HVI es generalmente simétrica, aunque
también se han descrito formas asimétricas. El patrén tipico es el engrosamiento
concéntrico (con unos espesores telediastolicos de mas de 16 mm), sin
obstruccion al flujo a nivel de tracto de salida del ventriculo izquierdo (VI), aunque
también se han descrito casos aislados con obstruccion a dicho nivel, asi como
casos de hipertrofia apical (61). Otro hallazgo tipico es la hipertrofia marcada de
los musculos papilares, asi como una fraccion de eyeccion del VI (FEVI)
preservada combinada con estadios precoces de disfuncion diastolica. El
ventriculo derecho (VD) esta frecuentemente afectado presentando también
hipertrofia en la EF y en las fases mas avanzadas progresa a una dilatacién y
disfuncion diastolica severa (62).

Ademas de la hipertrofia progresiva del musculo cardiaco, también aparecen
como se ha comentado previamente progresivos cambios fibréticos y del espacio
intersticial. Algunos estudios describen amplias areas de sustitucion fibrosa
(alrededor del 15% del miocardio), asociadas a areas de desorganizacion de
miocitos (63). El proceso fibrotico suele iniciarse en las zonas intramurales del
VI, progresando hacia una afectacion transmural, donde casi siempre estan
afectados los segmentos posterolaterales del VI (20). Este fenomeno de fibrosis
puede detectarse actualmente mediante técnicas no invasivas como la
resonancia magnética (RM) cardiaca mediante el realce tardio tras la
administracion de gadolinio. Tipicamente presenta realce en la pared infero-
lateral a nivel mesocardico (61). Recientemente un estudio realizado en

pacientes con EF mediante estudio hibrido con tomografia por emision de

37



Introduccion

positrones y RM con diferentes secuencias ha sugerido que este realce podria
ser debido a inflamacion crénica en lugar de unicamente a fibrosis, por lo que la
EF seria no sdlo una enfermedad de depdsito, si no también, una enfermedad
inflamatoria cronica (64).

La fase mas avanzada de la miocardiopatia se caracteriza por la coexistencia
de HVI junto con zonas de adelgazamiento miocardico y la presencia de
alteraciones de la contractilidad segmentaria en los segmentos con fibrosis, asi
como diferentes grados de disfuncion ventricular izquierda (65).

El resto de estructuras cardiacas también pueden verse afectadas en la EF.
Asi el depdsito y la fibrosis a nivel del sistema de conduccion se puede
manifestar a nivel del electrocardiograma (ECG) de superficie como un
acortamiento del intervalo PR, bradicardia y bloqueos auriculo-ventriculares o de
rama, prolongacion del intervalo QRS o QT, asi como arritmias, siendo la mas
frecuente la fibrilacion auricular (FA) y la taquicardia ventricular intermitente,

incluso llegando a la muerte subita (66) (67) .

Los fibroblastos de las valvulas pueden mostrar un intenso depdsito lisosomal,
lo que puede interferir con la degradacion de todos los componentes de la matriz
extracelular y promover el engrosamiento de la valvula. No obstante, la
progresion hacia una valvulopatia con repercusion clinica relevante es
infrecuente y s6lo algunos pacientes muestran una insuficiencia mitral, adrtica o

tricuspide leve o moderada (68).

A nivel de los vasos sanguineos se ha observado que las células endoteliales
y las células del musculo liso a nivel de la microcirculacion estan severamente
afectadas por el depdsito, contribuyendo, junto con la disfuncién diastdlica, al
desarrollo de isquemia y sintomas como la angina debido a la disminucién de la
reserva de flujo coronario. Dicha angina puede ser la primera manifestacion de
la afectacion cardiaca en la EF. La afectacion de las grandes arterias coronarias
epicardicas no es frecuente en la EF, siendo el infarto de miocardio infrecuente
en estos pacientes (2% de los pacientes) (69)(70).
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1.5.2 Métodos diagnésticos

Como se ha descrito, todas las estructuras cardiacas pueden verse afectadas
en la EF, siendo la hipertrofia del VI la manifestacion clave, encontrandose en
cerca del 50% de los varones y en hasta en un tercio de las mujeres afectadas

como se ha comentado previamente.

A dia de hoy, la HVI puede detectarse mediante diferentes técnicas como el
ECG, la ecocardiografia y la RM cardiaca con administracion de gadolinio. La
fibrosis puede detectarse también de forma indirecta mediante nuevas técnicas
ecocardiograficas, siendo la técnica de referencia o "gold estandar" para su
diagnostico la RM cardiaca con gadolinio.

1.5.2.1 Alteraciones electrocardiograficas

Mediante ECG pueden detectarse alteraciones a todos los niveles del sistema
de conduccidon (Figura 6 y 7), habiéndose descrito multiples alteraciones
electrocardiograficas que ocurren no solo durante la fase precoz, si no también
antes de que se desarrollen las alteraciones morfolégicas. No obstante, muchos
de los pacientes incluidos en las diferentes series tienen también ECG normales.
Queda por esclarecer si estas alteraciones electrocardiograficas tienen un mayor
o menor valor diagndstico y si se correlacionan con hallazgos clinicos o

ecocardiograficos especificos y actualmente esta siendo investigado (71)(72).

Los hallazgos electrocardiograficos que se han descrito en los pacientes con

EF se enumeran a continuacion:
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Despolarizacién ventricular
-BCRIHH/BCRDHH, onda Q de pseudoinfarto, alto voltaje,
EV, TVNS, TVS, FV

Auricula Repolarizacién ventricular
-Bradiarritmias, -Negatividad del ST-T, patrén
disminucién de la de sobrecarga

variabilidad de la FC, ESV,

FA, flutter auricular

Conduccién AV
-”Acortamiento” del PQ por menor
duracién de onda P, bloqueo AV

Figura 6. Alteraciones en la conducciéon y las arritmias mas frecuentes en la EF. FC, frecuencia
cardiaca; ESV, extrasistole supraventricular; FA, fibrilacién auricular; BCRIHH, bloqueo completo de rama
izquierda del haz de his; BCRDHH, bloqueo completo de rama derecha del haz de His; EV, extrasistolia
ventricular; TVNS, taquicardia ventricular no sostenida; TVS, taquicardia ventricular sostenida; FV,

fibrilacion ventricular.

- A nivel auricular y de la conduccion auriculo-ventricular puede objetivarse
bradicardia o acortamiento del intervalo P-Q (< 0.12 s), debido al acortamiento
de la onda P y aunque es uno de los signos mas precoces de afectacion
cardiaca, también puede existir en fases mas avanzadas prolongacion del
intervalo P-Q o bloqueo auriculo-ventricular. Algunos autores han sugerido una
prevalencia de FA paroxistica cuatro veces superior en los pacientes con EF
respecto a la poblacion general, pero estos numeros deben tratarse con cautela,
dado que obviamente el desarrollo de la miocardiopatia favoreceria los episodios
de FA. Otras anomalias incluirian también la extrasistolia supraventricular o la

disminucion de la variabilidad de la frecuencia cardiaca (71).

- A nivel de la despolarizacion ventricular puede observarse bloqueo de rama,
ondas Q de pseudoinfarto, alto voltaje, extrasistolia, asi como episodios de
taquicardia ventricular no sostenida o sostenida e incluso fibrilacion ventricular,
aunque desafortunadamente a dia de hoy no existen aun datos detallados sobre
la prevalencia de arritmias malignas en los pacientes con EF. Algunos estudios
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con series pequefias, describen una incidencia de taquicardia ventricular no
sostenida del 38% en los varones mayores de 50 afos, los cuales ya
presentaban HVI avanzada (73). Aunque la presencia de fibrosis evidentemente
juega un rol crucial en términos de una mayor incidencia de arritmias
ventriculares, los datos disponibles a dia de hoy tampoco han esclarecido aun si
existe una clara relacion causal y temporal entre el grado de HVI/fibrosis y el
desarrollo de dichas arritmias (71).

- A nivel de la repolarizacién ventricular podemos encontrar las tipicas
alteraciones mas frecuentemente descritas, a nivel del segmento ST (descenso
0 ascenso) y de la onda T (inversidn), generalmente en derivaciones laterales
V5 y V6 (que coinciden con la zona donde tipicamente se objetiva el realce tardio
en las imagenes de RM). Por ello, aunque no parece factible detectar la fibrosis
evaluada mediante RM unicamente con un simple ECG segun resultados de
algunos trabajos recientemente publicados, si que parece razonable afirmar que
su existencia es muy improbable cuando no existen alteraciones

especificamente en el segmento ST o laonda T (72).
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Figura 7. ECG de un paciente de este estudio representativo de signos de crecimiento ventricular

izquierdo con ondas T negativas en derivaciones V3-V6, |, Il, lll, aVL y aVF, con ondas Q en |y aVL

1.5.2.2 Alteraciones ecocardiograficas

La herramienta diagnostica generalmente empleada para el cribado de la
existencia de hipertrofia es la ecocardiografia, asi como también para evaluar el
patrén de remodelado o la masa del VI y para el seguimiento de la respuesta
terapéutica. También puede detectar anomalias a nivel valvular, del VD, la
afectacion de la funcidn sistolica y diastolica y el aumento de volumen de la

auricula izquierda.

La ecocardiografia puede detectar fases precoces de la enfermedad,
generalmente caracterizada como ya se ha comentado por una HVI no
obstructiva de tipo concéntrico, asi como fases mas avanzadas, con una
hipertrofia asimétrica con un septo marcadamente engrosado y una pared
posterolateral menos engrosada en relacion con las zonas de fibrosis (Figura 8).
Los cambios hipertroficos son progresivos y aparecen de manera mas precoz en
varones que en mujeres y a veces incluso se pueden observar en nifios y
adolescentes (74)(75). Los estadios precoces se caracterizan por un leve
incremento de la masa miocardica, pero sin el desarrollo de una hipertrofia
manifiesta, con un remodelado concéntrico del VI. Esta caracteristica ha sido
objetivada en aproximadamente un 50% de los adolescentes y nifios con edad
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por encima de los 10 afos (75). En estadios mas tardios, los cambios
hipertroficos son simétricos, con el desarrollo de hipertrofia concéntrica del VI.
Una vez que hay una reduccion en el aporte de energia o un aumento en la
deplecion de energia, pueden aparecer cambios excéntricos, con aumento de
los diametros y dimensiones telediastolicos del VI. Cambios hipertroficos
asimétricos como la tipica hipertrofia septal asimétrica de las miocardiopatias
hipertréficas de origen sarcomérico son raramente vistas en la EF, pero pueden
representar aproximadamente un 5% de todos los casos con afectacién cardiaca
severa (76)(77). Aunque la HVI es mas severa en pacientes mayores que en
jovenes, hay escasos datos provenientes de estudios longitudinales de la
progresion de la HVI en pacientes no tratados. (78). Ademas varios estudios
observacionales en mujeres con EF han mostrado que la afectacion cardiaca
aparece ligeramente mas tarde y como se ha comentado, con una progresion
mas lenta (79)(74)(80).

La ecocardiografia también nos permite estimar la masa del VI. Estudios
ecocardiograficos seriados sobre la masa del VI en 78 pacientes con EF sin
tratamiento (39 varones y 39 mujeres) mostraron que el incremento medio de la
masa del VI por afio en varones era de 4.1+1 gr/m2 y en mujeres de 2.3+0.8
gr/m2. La tasa de aumento de la masa del VI era significativamente mayor en los
varones que en las mujeres cuando eran analizados los pacientes que tenian
HVI basalmente (6.6+8.5 vs. 3.8+7.7 gr/m2/aino) (81).

Otros hallazgos incluirian la existencia de unos musculos papilares muy

prominentes (82).
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Figura 8. Ecocardiografia de una paciente de este estudio de 57 afios con afectacién cardiaca. Plano

paraesternal eje largo mostrando hipertrofia ventricular concéntrica severa.

Pieroni et al. describieron en una serie de 40 pacientes un patron
ecocardiografico denominado "signo binario" con una zona hiperecoica del
endocardio junto con una zona hipoecoica entre el endocardio y mesocardio en
los pacientes con HVI, generalmente en el septo interventricular, como un signo
con bastante sensibilidad y especificidad a la hora del diagndstico de la
afectacion cardiaca en la EF. Sin embargo, un estudio posterior realizado en una
cohorte grande de pacientes con EF ha mostrado la baja sensibilidad de este
signo ecocardiografico para el diagnéstico de miocardiopatia por EF, no
permitiendo realizar un diagndstico diferencial con otras entidades (83).

Como se ha comentado previamente, también pueden aparecer afectaciones
valvulares en principio relacionadas con el depdsito de lipidos y la fibrosis a nivel
del tejido valvular. Sin embargo, la estimacion de la frecuencia de afectacion
valvular es variable y difiere significativamente en los diferentes registros o
series. Los cambios se encuentran casi exclusivamente en las valvulas
cardiacas izquierdas, probablemente debido al mayor estrés hemodinamico del
lado izquierdo (76). Un estudio observacional reciente encontré afectacion

valvular en el 74% de los pacientes de la serie, no encontrando ninguna
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valvulopatia severa y concluyendo que las afectaciones valvulares leves en la
EF son frecuentes y generalmente no progresan hacia la relevancia
hemodinamica. Las valvulopatias mas frecuentemente descritas fueron la
insuficiencia mitral leve, seguida de la insuficiencia tricuspide leve y finalmente

la insuficiencia adrtica leve (68).

Mediante ecocardiografia también podemos determinar la funcion sistolica
mediante parametros tradicionales como la FEVI, que raramente se encuentra
alterada en los pacientes con EF (77)(84). Sin embargo, si que se puede
evidenciar una disminucion del acortamiento longitudinal del VI que refleja el
empeoramiento de la contractilidad que puede estar enmascarado por los
cambios geométricos estructurales y puede ser indetectable al medir la FEVI
mediante métodos habituales. Mediante técnicas de imagen mas sofisticadas
como el Doppler tisular (DTI), strain y el strain rate, se pueden observar
descensos significativos de la funcion contractil, que aparecen de manera mas
precoz en la dimension longitudinal que en la radial, y esto puede contribuir al
desarrollo de la insuficiencia cardiaca con FEVI preservada (85)(86)(87).
Diferentes estudios publicados han demostrado la utilidad de la evaluacion
mediante DTI del descenso de las velocidades diastélica (onda e') y sistélica
(onda s') del anillo mitral para el diagndstico precoz y seguimiento de pacientes
portadores de la mutacion relacionada con la enfermedad pero sin HVI
desarrollada (87)(88). Otras técnicas derivadas del DTI, como son el strain y
strain rate han sido estudiadas también en esta enfermedad. Asi se ha mostrado
una reduccion del pico sistolico de strain rate y del strain sistolico radial y
longitudinal respecto a grupos control y mejoria de estos parametros asi como
de la HVI tras el TSE en los pacientes que no presentaban fibrosis en la RM
cardiaca (89)(90).

Sin embargo, las técnicas de DTI y strain derivado de DTI tienen limitaciones
en la practica por la presencia de artefactos por el movimiento de traslacion del
corazbn o de estructuras adyacentes, la baja resolucién temporal y la
dependencia del angulo de insonacion. Esto posibilita el analisis sélo de la
deformacion longitudinal en los segmentos basales y medios del VI, por lo que
en los ultimos anos han aparecido técnicas de deformacién miocardica a partir

del speckle tracking, que aporta ventajas como que se puede determinar la
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deformacion longitudinal de todos los segmentos, asi como la radial y la
circunferencial (Figura 9). Asi, una reduccion del strain longitudinal en los
segmentos basales posteriores y laterales indican fibrosis miocardica (91).
También se han publicado en los ultimos afios diferentes estudios que
correlacionan esta disminucion con la cantidad de realce tardio con gadolinio en
la RM cardiaca (92)(93)(91).

Figura 9. Analisis del strain longitudinal en plano apical 4, 2 y 3 camaras (A, B y C) y figura del ojo
de buey con la representacién en todos los segmentos y el strain global longitudinal (D) en uno de

los pacientes incluidos en este estudio.
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1.5.2.3 Hallazgos en resonancia magnética cardiaca

La RM cardiaca es la técnica de referencia o "gold estandar" para la
determinacién de la fibrosis miocardica mediante las secuencias con realce
tardio con gadolinio, permitiendo también un analisis pormenorizado tanto del
grado de hipertrofia como de su distribucion (94). En las areas con fibrosis, el
espacio intercelular esta aumentado, asi el gadolinio, incapaz de atravesar la
membrana celular, difunde dentro de este espacio. Mediante la aplicacion de
secuencias especificas de resonancia se detectan areas miocardicas donde la
concentracion de gadolinio es mayor comparado con las zonas sin fibrosis
(62)(94).

Los datos publicados describen habitualmente un realce mesocardico a nivel
de los segmentos inferolaterales (Figura 10), aunque ensayos clinicos mas
recientes resaltan que el espectro no unicamente abarca la hipertrofia
conceéntrica y la escara mesocardica inferolateral, si no que incluye casos
morfolégicamente iguales a la miocardiopatia hipertréfica asimétrica o a la apical,
siendo el patron de captacion con gadolinio mas llamativo a nivel

medioventricular o apical (61).

Figura 10. Plano apical de 4 camaras y eje corto mediante RM cardiaca de un paciente con EF y
afectacion cardiaca de este trabajo, con hipertrofia ventricular izquierda y realce tardio con gadolinio

de distribucion mesocardica en la cara lateral del VI.
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1.5.3 Afectacion cardiaca aislada

Como se ha comentado con anterioridad, recientemente en diferentes
estudios ha quedado patente que existen pacientes con manifestaciones clinicas
mas llamativas a nivel de un unico érgano como la insuficiencia renal, la HVI o
el ictus, pacientes con aparente desarrollo tardio de las manifestaciones clinicas,
que ademas presentan una actividad enzimatica mas respetada. A estas formas
clinicas se les ha denominado variante no clasica o de comienzo tardio o,
simplemente, formas cardiacas o renales dependiendo de qué aspecto clinico
se quiera enfatizar. Aunque el diagndstico generalmente es mas tardio debido a
la ausencia de los sintomas sugestivos en la infancia como las acroparestesias
o los angioqueratomas, las manifestaciones a nivel del 6rgano afectado pueden
ser comparables a las de la forma clasica.

Se solia utilizar la expresion "variante cardiaca" para designar a los pacientes
con EF que desarrollaban MCH de aparicion tardia, asociada a menudo con
mutaciones de sentido equivoco y actividad enzimatica residual. Asi varios
articulos sugirieron hace algunos afnos que existian pacientes con actividad
residual de la a-Gal A (aproximadamente entre un 1-5% de los valores normales)
que se presentaban a edades medias con HVI y alteraciones en la conduccion
eléctrica en el ECG, en la ausencia de otras manifestaciones clasicas de la EF.
Algunos pacientes con esta "variante cardiaca" tenian proteinuria, pero no
desarrollaban enfermedad renal terminal; estos también diferian de los pacientes
clasicos en que no presentaban depdsitos de glicoesfingolipidos en el endotelio
vascular (95)(96). Estudios mas contemporaneos sugieren que si esta forma
cardiaca realmente existe, es extremadamente rara y que si se realiza un analisis
multisistémico pormenorizado, generalmente aparece afectacion de otros
organos (19). No obstante, la presentacion clinica en pacientes con actividad
residual puede estar dominada por la afectacion cardiovascular, significando
esto que la EF debe considerarse en el diagnodstico diferencial de una HVI
inexplicada, pudiendo ser dicha enfermedad la culpable de al menos el 3% de
los casos de HVI inexplicada en pacientes de edad media segun diferentes
estudios (19).
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1.6 El papel de los biomarcadores

De forma estricta, segun el Instituto Nacional de Salud de los EEUU, un
biomarcador se define como una caracteristica o un analito (desde un
metabolito simple hasta una proteina compleja) que puede medirse y evaluarse
de forma objetiva como indicador de los procesos patdgenos o de las respuestas
farmacologicas ante una intervencion terapéutica (97). Esta definicién “genérica”
de biomarcador incluiria desde variantes genéticas, técnicas de imagen, pruebas
fisiologicas y determinacion de sustancias en sangre y orina, hasta los propios
estudios anatomopatolégicos de las biopsias. Sin embargo, cuando en el
lenguaje coloquial se habla de medicion de biomarcadores, en general se esta
refirendo a la deteccion y medida de sustancias biolégicas como las

mencionadas en liquidos corporales.

El interés por estos biomarcadores se ha ido incrementando de forma muy
importante a lo largo de la ultima década y en el caso de las enfermedades por
depdsito, existen diferentes candidatos a biomarcadores y pueden dividirse en
dos categorias. El primer grupo consistiria en aquellas moléculas que se
acumulan en los diferentes tejidos y fluidos organicos debido directamente al
déficit enzimatico. El segundo grupo incluirian las moléculas producidas por las
células que lo almacenan y que pueden medirse en plasma, orina o liquido

cefalorraquideo (98).

Las sustancias biologicas en cuestion guardan relacion con distintos
aspectos de la compleja red de la fisiopatologia de esta enfermedad (algunos de
forma imbricada con mas de un aspecto) y, de forma paralela a lo que se realiza
en otras patologias donde tienen un recorrido mas amplio como es la
insuficiencia cardiaca (99), podemos intentar clasificarlos en funcion de sus
caracteristicas en varios grupos. Asi se podrian clasificar como neurohormonas,
marcadores de lesion o dafio miocardico, marcadores de estrés miocardico,
marcadores de inflamacion, marcadores de estrés oxidativo, marcadores de
remodelado celular y de matriz extracelular, marcadores de disfuncion endotelial
y otros marcadores, grupo heterogéneo en el que pueden incluirse algunas
sustancias a las que podriamos considerar como determinaciones analiticas

clasicas o rutinarias, pero que sin duda cumplen los criterios de biomarcador y
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que pueden ser expresion de comorbilidades, fallo organico, caquexia o

desnutricion. A continuacion, en la tabla 2, se resumen algunos de los

biomarcadores que han sido estudiados en diversas patologias cardiacas.

BIOMARCADOR

CLASIFICACION

Glicoesfingolipido Gb3
Globotriaosilesfingosina (liso-Gb3)

Marcador de depdsito

Troponinas

Marcador de dafo miocardico

Péptidos natriuréticos

Neurohormona y marcador de estrés

Galectina-3 (Gal-3)

Marcador de remodelado (celular y

matriz extracelular) y fibrosis

Interleucina 6 (IL-6)

de inflamacion

y

Marcador y de

remodelado  (celular matriz

extracelular) y fibrosis

Proteina B-traza (BTP)

Marcador de disfuncion endotelial y
de

(insuficiencia renal)

marcador comorbilidad

Tabla 2. Biomarcadores estudiados en diversas patologias cardiacas

La evaluacion de la existencia de afectacion cardiaca en la EF mediante

técnicas no invasivas es clinicamente muy importante, dado que definira la

existencia de miocardiopatia y un probable inicio de la terapia enzimatica

sustitutiva, ademas de marcarnos la evolucion durante dicho tratamiento y el

prondstico del paciente (100). De ahi el creciente interés en estudiar diferentes

biomarcadores que puedan ayudarnos en el diagndstico y estratificacion del

paciente.
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1.6.1 Biomarcadores de dafio lisosomal: Gb3 y liso-Gb3

En la EF los biomarcadores tradicionalmente mas estudiados hasta el
momento son los de depdsito lisosomal, la Gb3 y la liso-Gb3, tanto como
herramientas diagnosticas como para el cribado de los pacientes de alto riesgo.

El glicoesfingolipido Gb3 ha sido considerado un marcador subrogado de la
EF, no estando elevado unicamente dentro de las células sino que también esta
presente en concentraciones anormalmente elevadas en los fluidos corporales
como plasma y orina. Esta bien documentado que en pacientes hemicigotos con
la forma clasica estan elevados ambos valores, si bien en el caso de las mujeres,
el Gb3 urinario esta generalmente elevado, pero el plasmatico suele rondar los
valores normales (47)(30). El mejor método para determinar la concentracién de
Gb3 es la determinacion en un sedimento de orina (55)(101)(102). La
demostracion de una concentracion elevada de Gb3 tiene un gran valor
diagndstico, particularmente en mujeres portadoras de mutaciones del GLA.
Pero en diferentes publicaciones se ha encontrado una correlacion pobre con las
manifestaciones clinicas de la EF asi como con la respuesta al TSE
(30)(103)(104)(105). El pobre valor predictivo de la concentracion de Gb3 para
el desarrollo de las manifestaciones clinicas no es sorprendente. La acumulacién
de Gb3 ocurre aparentemente incluso antes del nacimiento en los varones
hemicigotos, mucho antes de que aparezca ningun sintoma significativo,
habiéndose objetivado importante depdsito en el tejido placentario al nacimiento
(106)(107). Ademas las concentraciones en plasma de Gb3 en algunos varones
presintomaticos son mas elevados que en pacientes adultos sintomaticos (30).
Todo ello orienta a que la acumulacion de Gb3 por si sola no causa

inmediatamente y quizas no directamente los signos de la enfermedad.

Ante estos hallazgos, diferentes investigadores re-examinaron el papel del
Gb3 y de sus metabolitos en los pacientes con EF, descubriendo que el plasma
de los pacientes hemicigotos con la forma clasica contenia una concentracién
elevada de una Gb3 desacilada, la globotriaosilesfingosina, liso-Gb3, un
producto de la degradacion de la Gb3 acumulada, estando también ligeramente
elevada en los pacientes con formas tardias y en los casos de mujeres

sintomaticas (Figura 11) (55). Ademas, los valores de liso-Gb3 excedian lo
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esperado en relacion con los valores de Gb3, que ademas eran normales en el
caso de las mujeres sintomaticas, de ahi que se perfilara como una importante
herramienta diagnostica en la EF, especialmente en el caso de las mujeres
(55)(108)(109). Se estudi6 como en el caso del Gb3 la relacion entre las
concentraciones en plasma y las manifestaciones clinicas, encontrando que en
los varones hemicigotos también existian unos valores elevados al nacimiento y
por lo tanto no existiendo una correlacion estricta con éstos. No sucedia igual en
el caso de las mujeres, en las que los valores de liso-Gb3 eran bajos al
nacimiento y se incrementaban con la edad progresivamente, existiendo en este
caso cierto grado de correlacion (110)(111)(112). Ademas, también parece ser
un indicador de riesgo independiente de lesiones en la sustancia blanca en
varones y de HVI en mujeres (110).Todas estas observaciones sugerian, pero
no probaban absolutamente, que el liso-Gb3 juega un rol directo en la
patogénesis de la EF. Este rol se torna mas importante tras los hallazgos en
estudios in vitro con exposicion en cultivos de podocitos glomerulares a liso-Gb3,
un aumento de la expresion de moléculas mediadoras de dafo glomerular
comunes como el factor de crecimiento tumoral (TGF)-beta-1, proteinas de
matriz extracelular (fibronectina y colageno tipo IV) y CD 74 (113). Tras dichos
hallazgos, la determinacién de los valores de liso-Gb3 es muy util si estan
elevados en el caso de la deteccion de formas atipicas tardias y de mujeres con
valores de actividad de a-Gal en los limites de la normalidad, siendo también una
herramienta diagndstica util en los casos de mutaciones de significado incierto,
pero no se puede descartar absolutamente la enfermedad si sus valores son
normales (114)(115)(116). Por ultimo se ha visto que los efectos de la terapia
enzimatica sustitutiva se sigue de la reduccion de las concentraciones
plasmaticas, efecto no demostrado claramente en estudios previos con Gb3
(117).

Figura 11. Formulacion de la molécula liso-Gb3
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1.6.2 Biomarcadores de daino miocardico: troponina T ultrasensible

Otros ensayos clinicos recientemente publicados, han investigado la utilidad
de las troponinas como marcadores de la existencia de afectacion cardiaca en
la EF. Las troponinas cardiacas, proteinas del aparato contractii de los
cardiomiocitos, son los biomarcadores de lesion o dafio miocardico mas
extensamente estudiados. Son cruciales en el diagndstico de los sindromes
coronarios agudos, en donde, ademas, pueden desempefar también un papel
pronostico significativo. También se han mostrado utiles en la prediccion de
eventos adversos en pacientes con insuficiencia cardiaca tanto aguda como
cronica, asi como en la FA (118)(119)(120). Con la disponibilidad de
determinaciones analiticas de alta sensibilidad, con mejoria de la precision
analitica en el limite inferior de deteccidn, se ha hecho posible la deteccion de
concentraciones muy bajas de troponinas. Diferentes grupos han estudiado el
valor de la troponina T ultrasensible (hs-TnT) en el campo de la miocardiopatia
hipertréfica en los ultimos afios y han objetivado valores elevados en alrededor
de la mitad de los pacientes con dicha enfermedad, encontrando ademas una
correlacion con el grado de severidad de la misma (121)(122) asi como con el
espesor del septo interventricular (123). En el caso de las enfermedades de
depdsito, debido a la acumulacion de esfingolipidos en los miocitos, éste sufre
un dafo continuo que puede generar una elevacidon permanente de las
troponinas segun habian evidenciado algunas series de casos publicadas
(124)(125). En 2016, un grupo aleman estudia en una cohorte de 62 pacientes
con EF el valor diagnostico de la troponina | (Tnl) en la discriminacion de
afectacion cardiaca. Concluyen que, tras ajustar por diferentes factores, la HVI
fue el unico factor independientemente asociado a la elevaciéon de Tnl, con un
valor predictivo negativo del 97.4% para valores de TnI<0.04 ng/ml,
encontrandose HVI en el 94.1% de los pacientes con valores por encima de dicho
umbral (126). Seydelmann et al. (100) publican en 2016 un analisis que analiza
datos retrospectivos y prospectivos con pacientes con EF con diferentes grados
de afectacidn cardiaca en ecocardiografia y RM cardiaca, en el que investigaban
la existencia de correlacion entre los valores de hs-TnT con la existencia de
fibrosis miocardica medida mediante RM cardiaca con realce tardio con

gadolinio. Varios son los hallazgos del estudio. En primer lugar, la fibrosis
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miocardica estaba relacionada con la elevacion en plasma de la hs-TnT. En
segundo, dicho valor se correlacionaba con la cantidad de fibrosis en la RM

cardiaca y ademas podia predecir un incremento en la extension de la fibrosis.

1.6.3 Biomarcadores de estrés de pared: NT-proBNP

El paradigma de los biomarcadores de estrés miocardico son los péptidos
natriuréticos, que pertenecen al grupo de las neurohormonas y tienen efecto
diurético y vasodilatador. Han sido los biomarcadores mas ampliamente
estudiados en diferentes escenarios en los ultimos afos tanto en el campo de la
insuficiencia cardiaca, como también en otras situaciones como HVI, isquemia
miocardica, hipoxemia, taquicardia, sobrecarga del ventriculo derecho,
disfuncioén renal, edad avanzada, cirrosis hepatica, sepsis e infeccion (127). Son
secretados fundamentalmente en la auricula (péptido natriurético tipo A, ANP) y
en ventriculo (péptido natriurético tipo B, BNP) como un mecanismo
compensador ante una sobrecarga de presion intracavitaria, por lo que sus
concentraciones estan aumentadas en pacientes con insuficiencia cardiaca y en
otras cardiopatias estructurales como se ha comentado. El fragmento amino
terminal del proBNP (NT-proBNP) es un fragmento fisiolégicamente inactivo que
se genera durante el desdoblamiento de la hormona activa BNP de la proteina
precursora proBNP. En la miocardiopatia hipertrofica, las concentraciones de
NT-proBNP estan en relacion con el grado de masa ventricular que se haya
desarrollado. Los valores de NT-proBNP en estos casos se correlacionan con
la presion telediastolica elevada y la tension de la pared del VI (128). En el campo
de la EF, algunas publicaciones han investigado el papel del NT-proBNP. Asi en
un ensayo observacional prospectivo publicado en 2013, en el que incluyen a
117 pacientes con EF, observan que en el 57% tenian valores elevados respecto
a los puntos de corte por edad considerados normales, siendo estos valores
también elevados en los pacientes que no presentaban HVI lo que podria ser util
a la hora de detectar precozmente una afectacién cardiaca subclinica. Un valor
de NT-proBNP>20 pmol/L tenia un valor predictivo positivo del 99.7% y un valor
predictivo negativo del 9.2% para identificar alteraciones electrocardiograficas o

ecocardiograficas (129).
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1.6.4 Biomarcadores de fibrosis: Galectina-3

La Galectina-3 (Gal-3) se considera una molécula enlace entre la inflamacion
y la fibrosis, mediadora de la fibrogénesis cardiaca y secretada via exosomas.
Es una beta-galactosidasa que se secreta por los macrofagos activados
localizandose especialmente en las areas de fibroblastos y fibrosis. Promueve la
migracion de macrdéfagos, la liberacidn y sintesis de colageno y la fibrosis,
induciendo en el miocardio el depdsito de colageno tipo | (130)(131) y siendo
también un predictor independiente de fibrosis auricular (132). Recientemente se
han publicado varios estudios que objetivan una elevacion de dicha molécula en
diferentes escenarios. Los valores de Galectina-3 estdan aumentados en
pacientes con insuficiencia cardiaca y parece ser un mediador la fibrosis e
inflamacion en dicha patologia y se consideran un buen predictor prondstico en
pacientes con insuficiencia cardiaca aguda y cronica, con beneficio aditivo a los
péptidos natriuréticos (133)(134)(135). Asi, se ha objetivado que los pacientes
con insuficiencia cardiaca con concentracion elevada de Gal-3 tienen entre dos
o tres veces de sufrir un reingreso o fallecer, proponiéndose en este tipo de
pacientes con insuficiencia cardiaca y dicho biomarcador elevado, un
seguimiento mas estrecho y tratamiento mas agresivo (136)(137). Hay otras
patologias en las que también se han encontrado valores elevados como es en
el caso de la aterotrombosis (138), asi como en pacientes en hemodialisis que
presentaban HVI (139). En el area de la miocardiopatia hipertréfica, un estudio
ha encontrado recientemente también concentraciones de Gal-3
significativamente mas elevadas en plasma comparado con un grupo control,
correlacionandose ademas positivamente con el espesor y la masa del VI, no
encontrandose asociacion en dicho estudio con la funcién sistélica o diastdlica,
lo que sugiere que Gal-3 es un marcador de HVI y no de presiones de llenado
como en el caso del BNP (140). En el caso de las enfermedades lisosomales no
han sido muy estudiados existiendo unicamente publicaciones con series muy
pequefas de casos de pacientes con un espectro amplio de enfermedades
lisosomales, que incluian algun paciente con EF. Aqui se investigaba el papel de
dicho biomarcador, objetivandose unos valores incrementados respecto a
enfermos control, pero unicamente en pacientes con mucopolisacaridosis, lo que

podria sugerir un papel en dichas patologias (141).
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1.6.5 Biomarcadores de inflamacion: Interleucina-6

La interleucina 6 (IL-6) es una citocina ubicua, con una funcién crucial en la
activacién de los leucocitos y las células endoteliales, que promueve el aumento
de la sintesis de una amplia variedad de proteinas reactantes de fase aguda,
incluida la proteina C reactiva, y constituye el principal mediador sistémico de la
respuesta aguda a la lesion tisular. Las citocinas inflamatorias como la IL-6 no
se expresan habitualmente en un corazén normal, elevandose como respuesta
a un dafo o estrés mecanico del miocardio (142). La IL-6 puede disminuir la
contractilidad miocardica directamente e inducir el desarrollo de HVI, depdsito
de colageno y fibrosis (142). En la miocardiopatia hipertrofica diferentes estudios
han objetivado valores elevados de dicha citocina (143)(144), asi como una
asociaciéon con el grado de fibrosis miocardica, sugiriendo que dicha respuesta
inflamatoria de bajo grado juega un rol significativo en la expresion fenotipica de
la fibrosis miocardica en dicha entidad (145). Ademas, la IL-6 es una citocina
inflamatoria clave en los trastornos aterotrombdéticos (146) y se ha observado
también que las determinaciones seriadas en los sindromes coronarios agudos
tienen valor predictivo de resultados adversos incluso para pacientes con
troponina T sérica normal (147). Se ha estudiado recientemente su papel en la
miocardiopatia de la EF, objetivandose valores elevados en los pacientes con
EF e HVI respecto a los que no presentaban HVI, asi como un reduccion
significativa de sus valores tras el inicio del TSE, hecho que se correlacionaba
con la disminucién de la masa del VI (148). Por otro lado, en determinadas
mutaciones con desarrollo tardio de formas cardiacas, otra interleucina como es
la interleucina 18, se ha perfilado como un biomarcador con un importante papel
tanto en el diagndstico como en la progresion de la miocadiopatia y se postula
como un biomarcador que exhibe mejor correlacidn con los parametros

ecocardiograficos de respuesta al TSE que el liso-Gb3 (149).
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1.6.6 Biomarcadores de daino renal: BTP

La proteina B-traza (BTP) es una glicoproteina lipocalina identificada como
una prostaglandina D sintasa tipo-lipocalina y es una de las enzimas
involucradas en la biosintesis de prostaglandina D2, catalizando la isomerizacion
de la prostaglandina H2 D-isomerasa a prostaglandina D2 (150)(151). La BTP
se propuso tras varios estudios, como un biomarcador util para estimar el filtrado
glomerular, incluso con mayor validez que la creatinina dado que es poco
dependiente de factores extrarrenales como la edad, la masa corporal, el sexo o
el estado nutricional (152)(153)(154). La BTP se localiza en el coraz6n humano,
a nivel de las células miocardicas, del endocardio auricular y ventricular y de las
placas ateroscleréticas de las coronarias con estenosis severas (155). Ademas
se ha relacionado con multiples procesos patoldgicos incluyendo la respuesta
inflamatoria (156), la funcion endotelial (157), la aterosclerosis (158) o la
hipertension arterial (159). También se ha perfilado como un marcador de peor
prondstico en los pacientes con insuficiencia cardiaca aguda (160), en el

sindrome coronario (161) y en la fibrilacion auricular (162).

1.7 Criterios diagnoésticos en la enfermedad de Fabry: la importancia de

la deteccién precoz

La deteccion precoz de sintomas y signos de la EF deberia generar un
diagndstico rapido, particularmente porque existe la posibilidad de TSE. Sin
embargo, reconocer los datos iniciales no siempre es facil por diferentes
razones. Como se ha descrito ya, dado que la presentacion clinica de la
enfermedad es heterogénea, los sintomas pueden confundirnos con otras
entidades clinicas comunes vy las tipicas manifestaciones cardiacas o renales de
la EF no suelen estar presentes en la edad pediatrica. De ahi que el retraso
diagndstico puede ser aun considerable a dia de hoy y los pacientes muchas
veces tienen que visitar diferentes especialistas antes de que se realice el
diagnostico correcto. Datos recientes indican que globalmente existe un retraso
diagndstico de alrededor de 15 afios en ambos sexos (17).
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La EF deberia sospecharse especialmente en dos grupos poblacionales,

maxime si existen antecedentes familiares:

-En nifios y adolescentes: ante crisis de dolor agudo o cronico en las
extremidades (predominantemente distal) que no responda a analgesia, fiebre
de origen desconocido, calor o intolerancia al ejercicio, alteraciones
gastrointestinales cronicas, angioqueratomas, hipohidrosis, alteraciones

corneales tipicas, retraso del crecimiento o microalbuminuria.

-En edad adulta: ante persistencia de los sintomas previos, proteinuria o
fracaso renal de causa incierta, HVI inexplicada después de los 40 afos, ictus

(2).

Ante la sospecha clinica de EF, el test bioquimico mas utilizado histéricamente
era la medicion de la actividad de la a-Gal A en los leucocitos del paciente
mediante una técnica fluorimétrica, pudiendo detectarse también en otras
fuentes como los fibroblastos o en plasma. En el afio 2001, el grupo de Dr.
Chamoles describe un método para la deteccion de la actividad de la a-Gal A en
sangre seca sobre papel de filtro. Esta metodologia, que también es
fluorimétrica, esta implementada hoy en muchos laboratorios dado que son
muestras faciles de transportar y estables a temperatura ambiente durante al
menos 20 dias y pudiendo ser usadas también como fuente de DNA. El
rendimiento de este test, usando el punto de corte de actividad enzimatica <40%,
alcanza una sensibilidad y especificidad del 100% en varones, mientras que en
mujeres la sensibilidad es menor (66%), de ahi que se precise en estas un test
genético porque las mujeres pueden presentar actividad enzimatica desde
normal hasta muy baja (163).

A lo largo del tiempo, los criterios diagnosticos han ido modificandose al
ampliarse el conocimiento de la enfermedad. Asi hasta el afo 2011, se
consideraba que un paciente tenia un diagnéstico de EF si cumplia los criterios
de definicién de paciente con EF segun las guias de consenso publicadas en
2011 por la Fundacion GETER (toda persona de cualquier edad y sexo con una
alteracion genética y/o bioquimica de la enzima a-Gal A, y con manifestaciones
clinicas compatibles o susceptibilidad conocida a desarrollarlas)(2).
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Aunque en el pasado, en el caso de los varones una determinacion enzimatica
era suficiente para diagnosticar o descartar EF, la deteccion en los ultimos afos
de "seudodeficiencias" de dicha enzima (alteracion D313Y GLA) que pueden
generar valores reducidos en sangre de actividad enzimatica, alrededor de un
40-60% de la media de controles, pero con varios sintomas clinicos asociados
con la EF, sugieren que el proceso diagnostico de EF no debe finalizar hasta que
se ha detectado una mutacion causal en el gen GLA (164). De ahi que
actualmente el diagndstico de la EF se confirme usando una combinacion de test
bioquimicos y moleculares (165). Cuando una mutacion especifica en el gen
GLA ha sido detectada en un probando, puede ser usada para el diagnéstico en
cascada del resto de familiares. Aunque la patogenicidad de algunas mutaciones
del gen GLA estan claramente relacionadas, algunos sujetos identificados en el
despistaje familiar en ocasiones presentan mutaciones o variantes de significado
incierto, de ahi que en 2014 se haya publicado unas recomendaciones europeas
para adultos con HVI y con dichas mutaciones, de cara a orientar el diagnéstico
definitivo (18).

El Grupo Europeo de Trabajo en la EF publicé recientemente unos criterios
diagndsticos para el diagnostico definitivo de EF (166):

-En varones:

Mutacion GLA

déficit actividad de a-Gal A en leucocitos <5% del valor normal de referencia

AoBoC

A: > 1 signo/sintoma caracteristico de la EF (crisis de dolor neuropatico, cornea

verticillata o angioqueratoma).
B: valores elevados de liso-Gb3 en plasma.

C: un familiar con diagnostico definitivo de EF que sea portador de la misma

mutacion.
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-En mujeres:

Mutacion GLA

actividad normal o disminuida de a-Gal A en leucocitos <5% del valor normal de

referencia

AoBoC

A: > 1 signo/sintoma caracteristico de la EF (crisis de dolor neuropatico, cornea

verticillata o angioqueratoma).
B: valores elevados de liso-Gb3 en plasma.

C: un familiar con diagnostico definitivo de EF que sea portador de la misma

mutacion.

De ahi que el cardidlogo u otros especialistas puedan enfrentarse a una
sospecha de EF desde diferentes situaciones clinicas tal y como se resume en
el siguiente grafico elaborado por nuestro grupo de trabajo (Figura 12):
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Family member with FD ﬁ Check FD symtoms <:| HCM of unknow origin

Biochemical (a) + Genetical analysis (b)
If negative and high suspiction persist:
Plasma/urinary Gb3 or target organ biopsy

Multidisciplinary approach ﬂ . . .
coordinated by a physician e Initial positive diagnosis of FD => Detailed family pedigree
experienced with FD ﬂ

Check for early heart disease and fibrosis:
*Assessment of cardiac function

*Electrocardiography
*Echocardiography-TDI-strain rate/speckle
*Cardiac MRI scan

*24-hour Holter

1 N\

Concomitant therapy for

Consideration of ERT the heart

Follow-up yearly

Figura 12. Algoritmo para el diagnéstico y estudio del paciente con sospecha de EF, centrado en el
papel del cardidlogo. a. Actividad de a-Gal A en plasma/leucocitos o actividad enzimatica en sangre seca
sobre papel de filtro. b. Analisis del gen GLA o mutacién familiar especifica si se ha detectado previamente.
FD, Fabry Disease; HCM, hypertrophic cardiomyopathy; Gb3, globotriaosylceramide; TDI, Tissue Doppler

Imaging; MRI, magnetic resonance imaging.

1.8 Tratamiento: la importancia del inicio precoz

El tratamiento actual de la EF se basa en la administracion intravenosa de
preparaciones que contienen la enzima recombinante a-Gal A cada dos
semanas durante toda la vida del paciente. Se han desarrollado dos diferentes
preparaciones de la enzima, una de ellas es la enzima agalsidasa alfa que es
producida en una linea celular humana inmortalizada, mientras que la otra, la
agalsidasa beta, es producida en una linea celular de ovario de hamster chino.
Ambas preparaciones estan disponibles para el tratamiento de la EF en Europa
desde el afo 2001. Las dos formas de TSE tienen idénticas secuencias de
aminoacidos, pero con un patron diferente de glicosilacion debido a los diferentes
cultivos celulares utilizados en su produccion, lo que puede influenciar la

biodistribucion, captacion celular, estabilidad y potencial de inmunogenicidad de
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cada farmaco (167). Ambos farmacos se administran de manera intravenosa
cada 2 semanas aunque con diferente dosis del farmaco, tiempo de dosificacion
y necesidad de pretratamiento por la presencia de reacciones adversas leves
con la infusién (168)(167).

Los datos iniciales disponibles en los diferentes ensayos de corta duracion
objetivaban un aclaramiento de los depdsitos endoteliales a nivel renal, de la piel
y del corazdn, asi como una reduccion de las crisis de dolor y de la HVI
(169)(170) una mejoria de los sintomas como la hipohidrosis (171), audicidén y
sensibilidad (172), alteraciones gastrointestinales (173) y la perfusion cerebral
(174), asi como una reduccion de la progresion del dafio renal, especialmente
en pacientes sin enfermedad avanzada (175).

En relacion con la afectacion cardiaca, el TSE ha demostrado mejorar la
conduccion eléctrica del corazén reduciendo la duracion del QRS (169)(176) y
reducir significativamente los depositos de Gb3 a este nivel (170)(157)(177).
Ambas preparaciones han demostrado reducir la masa del VI en pacientes con
HVI en estudios con ecocardiografia y RM cardiaca (178)(179)(180)(181).
También se ha demostrado que los pacientes que eran capaces de normalizar
los grosores parietales, mejorar los parametros ecocardiograficos (strain y SR)
asi como la capacidad de ejercicio con el tratamiento en este caso con beta
agalsidasa eran aquellos con HVI leve y sin fibrosis en la RM cardiaca. Por el
contrario, los pacientes con fibrosis miocardica leve tenian una minima mejoria

y aquellos con fibrosis severa no mostraban ningun beneficio (89).

Actualmente estan apareciendo nuevos datos sobre eventos clinicos y
mortalidad a largo plazo en pacientes que comenzaron con el tratamiento en una
fase mas o menos precoz de la enfermedad. En un estudio recientemente
publicado se ha objetivado que los pacientes en tratamiento con agalsidasa beta
estaban en un 81% libres de eventos adversos severos (dialisis, transplante
renal, infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca, procedimientos cardiolégicos
relevantes, ictus o muerte) tras 10 afios de tratamiento, siendo la supervivencia
del 94% (182). Ademas, los pacientes que iniciaron el tratamiento siendo mas
jovenes y con menor dafio renal fueron los que mas se beneficiaron del

tratamiento. De forma similar, los que empezaron el tratamiento mas tarde (sobre
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los 40 afos) tuvieron un incremento de los espesores ventriculares respecto a
aquellos que lo empezaron por debajo de los 40 afios, que no tuvieron cambios
en los espesores.

En otro estudio retrospectivo en un unico centro, con pacientes que habian
recibido agalsidasa alfa durante 10 afos, se objetivd una mejoria en la clase
funcional en al menos un grado en 22 de 42 pacientes y la angina se estabiliz
o mejord en 41 de ellos. Durante este tiempo, ningun paciente sin HVI la
desarrolld y ademas los varones con HVI previa al inicio del tratamiento redujeron

la masa ventricular durante el seguimiento, no asi las mujeres (183).

Por ultimo, también se han publicado datos que intentan comparar los
registros a largo plazo de pacientes tratados con TSE durante 5 afios con la
historia natural de los pacientes no tratados de las diferentes series publicadas.
Se ha visto un empeoramiento mas lento de la funcion renal asi como una
progresion mas lenta de la HVI en los pacientes que recibian agalsidasa alfa
respecto a los que no habian sido tratados y ademas los eventos clinicos
ocurrian también mas tarde (riesgo del 16% vs. 45% de un evento compuesto
de morbilidad tras 24 meses de tratamiento) (184). Recientemente se han
publicado dos estudios mas que han utilizado un grupo de controles historicos
como elemento de comparacion tanto con agalsidasa alfa como beta. Ambos
estudios mostraron modesta eficacia a largo plazo del TSE en la prevencion de
eventos clinicos. En ambos trabajos, el grupo de pacientes que recibieron TSE
presentaban, en el momento de inicio del tratamiento, afectacion organica
importante sobre todo a nivel renal, lo cual pone de relieve otra vez la importancia

de iniciar el tratamiento en fases precoces (185)(186).

Todos estos resultados, sobre todo los mas recientes y a largo plazo, resaltan
la importancia de iniciar el TSE en la EF en un estado prefibrético, para conseguir
la regresion o estabilizacion de los cambios estructurales y funcionales que
ocurren asociados a esta enfermedad y la mejoria clinica de los pacientes. De
ahi la importancia de la busqueda de nuevos marcadores, humorales o mediante
técnicas de imagen que nos ayuden a detectar la EF en ese estadio mas precoz
(13).
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Con el uso del procedimiento de Delphi adaptado, un panel de consenso
formado por expertos europeos en EF deliberd sobre las recomendaciones para
el inicio y cese del TSE, plasmando en un documento las principales
recomendaciones, basadas en la evidencia y la practica actual (166). Este
documento fue publicado en 2015 y segun sus recomendaciones, el TSE debe

iniciarse:

- En los pacientes varones con afectacion clasica tan pronto como existan
signos clinicos precoces de afectacion renal, cardiaca o cerebral, dolor
neuropatico o sintomas gastrointestinales (nivel de recomendacion [), pero
puede considerarse también en pacientes mayores de 16 afios en ausencia de

dichos signos (nivel de recomendacion 11B).

-En las pacientes mujeres con la forma clasica y los varones que tienen la forma
no clasica de la enfermedad, tan pronto como existan signos clinicos precoces

de afectacion renal, cardiaca o cerebral (nivel de recomendacion I).

-En las pacientes mujeres con la forma no clasica puede considerarse si los

signos clinicos son debidos a la EF (nivel de recomendacion [IB).

En la siguiente tabla se resumen los criterios de consenso especificos por

organo para el inicio del TSE, recogidos en dicho documento:
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No Renal Cardiaco Sistema Dolor Gastrointestinal
signos o Nervioso
sintomas Central
EF =16 - Microalbuminuria | - HVI (Grosor > - LSB (Clase - Dolor - < 16 afios
clasica, | afios (Clase 1) 12 mm) con 1IB) neuropatico (Clase 11A)
varones | (Clase - Proteinuria minima fibrosis - AIT/ACV (Clase IIA) -> 16 afios
1IB) (Clase 1) (Clase 1) (Clase 11A) - Dolor (Clase 1IB)
- Insuficiencia - Alteracion ritmo - Pérdida neuropatico
renal (TGF: cardiaco (Clase ) | auditiva controlado con
60-90) (Clase I) (corregida por medicacion
- Insuficiencia edad) (Clase (Clase 1IB)
renal 1IB)
(TGF: 45-60)
(Clase 1IB)
EF - Microalbuminuria | - HVI (Grosor > - LSB (Clase - Dolor
atipica, (Clase 1) 12 mm) con 1IB) neuropatico - <16 afios
varones - Proteinuria minima fibrosis - AIT/ACV (Clase IIA) (Clase 11A)
(Clase 1) (Clase 1) (Clase 11A) - Dolor -> 16 afios
- Insuficiencia - Alteracién ritmo - Pérdida neuropatico (Clase 1IB)
renal (TGF: cardiaco (Clase ) | auditiva controlado
60-90) (Clase IIA) (corregida por con
- Insuficiencia edad) (Clase medicacion
renal 11B) (Clase 1IB)
(TGF: 45-60)
(Clase 1IB)
EF - Microalbuminuria | - HVI (Grosor > - LSB (Clase - Dolor - <16 afios
clasica, (Clase 1IB) 12 mm) con 1IB) neuropatico (Clase 11A)
mujeres - Proteinuria minima fibrosis - AIT/ACV (Clase IIA) -> 16 afios
(Clase 1IB) (Clase 1) (Clase IIA) - Dolor (Clase 1IB)
- Insuficiencia - Alteracion ritmo - Pérdida neuropatico
renal (TGF: cardiaco (Clase ) | auditiva controlado
60-90) (Clase IIA) (corregida por con
Insuficiencia renal edad) (Clase medicacion
(TGF: 45-60) 11B) (Clase 11B)
(Clase 11B)
EF - Microalbuminuria | - HVI (Grosor > - LSB (Clase - Dolor - <16 afios
atipica, (Clase 1IB) 12 mm) con 1IB) neuropatico (Clase IIA)
mujeres - Proteinuria minima fibrosis - AIT/ACV (Clase IIA) -> 16 afios
(Clase 1IB) (Clase 1) (Clase lIA) - Dolor (Clase 1IB)
- Insuficiencia - Alteracién ritmo - Pérdida neuropatico
renal (TGF: cardiaco (Clase ) | auditiva controlado
60-90) (Clase IIB) (corregida por con
Insuficiencia renal edad) (Clase medicacion
(TGF: 45-60) 11B) (Clase 11B)
(Clase 1IB)

Tabla 3. Criterios de consenso especificos para el inicio del TSE segun el érgano afectado en los

pacientes con EF (adaptado de Biegstraaten M. et al (166)). ACVA: accidente cerebrovascular agudo; AlT:

accidente isquémico transitorio; EF: enfermedad de Fabry; TGF:tasa glomerular de filtrado; HVI: hipertrofia

ventricular izquierda; LSB: lesiones de sustancia blanca.
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Justificacidn e hipotesis

2.1 Justificacion del estudio

En los ultimos afos se ha experimentado un gran avance en el conocimiento
de la EF, tanto en el campo de su fisiopatologia como en el de la genética y en
el de las pruebas diagnosticas disponibles para la deteccidn de la afectacidon
organica, especialmente la cardiaca. Los biomarcadores se perfilan como una
herramienta sencilla de deteccion de afectacién cardiaca en la EF y diferentes
estudios en los ultimos afios han objetivado que se encuentran elevados en los
pacientes con EF, siendo estos valores mayores en aquellos que ya presentan
afectacion cardiaca en las técnicas de imagen. También, desde la disponibilidad
desde hace ya 15 anos del TSE, se ha demostrado en los analisis de riesgo que
los pacientes que comienzan el tratamiento a edades mas avanzadas y en
estadios mas avanzados de enfermedad, tienen menor probabilidad de presentar
una buena respuesta al tratamiento, de ahi que sea de vital importancia el inicio
de esta terapia precozmente para detener el progreso de la enfermedad. No
obstante, en base a las ultimas recomendaciones publicadas, Unicamente existe
un grado de recomendacion | para el inicio del tratamiento en el caso de que
exista evidencia de afectacion organica, contemplandose un inicio del
tratamiento en pacientes sin evidencia de enfermedad unicamente en el caso de
varones con la forma clasica, pero el grado de evidencia que se le otorga es |IB.
En el caso de la afectacion cardiaca se deberia iniciar tratamiento cuando se
objetiva HVI o alteraciones en el ECG, ambas atribuibles al depdsito de Gb3.
Puesto que este depdsito es progresivo y constante, disponer de una
herramienta de diagnostico no invasiva y sencilla como es la determinacion de
biomarcadores en sangre, nos permitiria el diagndstico precoz de afectacion del
miocardio en la etapa prefibrética, cuando el inicio del tratamiento ofrece mejores
resultados. Uno de los motivos mas importantes para desarrollar este trabajo es
la falta de estudios que finalmente avalen el uso de dichos biomarcadores como
herramienta de deteccion precoz e inicio del TSE en la EF. Pretendemos aportar
informacion relevante acerca de nuevos biomarcadores que puedan ser
utilizados en el marco de dicha enfermedad y cual de ellos podria ser el mas
rentable a la hora del diagndstico de afectacion cardiaca.
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2.2 Hipotesis principal

La concentracion de los biomarcadores de diferentes vias fisiopatoldgicas (hs-
TnT, NT-proBNP, Gal-3, IL-6 y BTP) determinados en sangre periférica en
pacientes con EF se asocian con la existencia de afectacion cardiaca y podrian

ser una herramienta util en la prediccion temprana de afectacion cardiaca.
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2. OBJETIVOS
Objetivos principales

1. Estudiar la concentracion de los distintos biomarcadores de diferentes vias
fisiopatoldgicas (hs-TnT, NT-proBNP, Gal-3, IL-6 y BTP) determinados en
sangre periférica en una poblacién de pacientes diagnosticados de EF:

1.1 Determinar si existen diferencias en las concentraciones de los
biomarcadores estudiados entre pacientes con EF con y sin
afectacion cardiaca.

1.2 Determinar si existen diferencias en las concentraciones de los
biomarcadores estudiados entre pacientes con EF con afectacion
cardiaca y controles sanos.

1.3 Determinar si existen diferencias en las concentraciones de los
biomarcadores estudiados entre los pacientes con EF sin afectacion

cardiaca y controles sanos.

2. Estudiar la capacidad predictiva de los biomarcadores para afectacion

cardiaca y su utilidad clinica:

2.1 Establecer puntos de corte para afectacion clinica global evaluada
con la escala de afectacion validada MSSI.

2.2 Evaluar la asociacion de los puntos de corte seleccionados para
cada biomarcador con la existencia de afectacion cardiaca.

2.3 Analizar el rendimiento o capacidad diagndstica de dichos
biomarcadores para el diagndstico precoz en los pacientes con EF sin
afectacion cardiaca.

3. Analizar la asociacién de los distintos biomarcadores estudiados con el
grado de afectacion organica evaluada mediante las diferentes subescalas
MSSI.

73



Objetivos

74



MATERIAL Y METODOS

75



UNIVERSITA
Miguel
Herndndez |

76



Material y métodos

4. MATERIAL Y METODOS
4.1 Diseno del estudio

Para alcanzar los objetivos del trabajo de Tesis Doctoral se disefi6 un estudio
descriptivo transversal multicéntrico en una cohorte de pacientes con diagnostico
genético de EF. Se consider6 en aquel momento que un paciente tenia un
diagndstico de EF si cumplia los criterios de definicion de paciente con EF segun
las guias de consenso publicadas en 2011 por la Fundacién GETER (toda
persona de cualquier edad y sexo con una alteracion genética y/o bioquimica de
la enzima a-Gal A, y con manifestaciones clinicas compatibles o susceptibilidad
conocida a desarrollarlas) (2).

Todos los pacientes se valoraron clinicamente mediante entrevista y revision
de su historia clinica. En todos se evaluo la funcion renal mediante la revision de
los resultados de las analiticas previas, asi como la afectacion cardiaca mediante
la valoracion del ECG y ecocardiografia y a todos se les realiz6 una extraccion
de sangre venosa para la determinacion de los biomarcadores hs-TnT, NT-
proBNP, Gal-3, IL-6 y BTP.

El analisis de las muestras de suero y plasma para la determinacién de
biomarcadores se realizd en el laboratorio del Instituto Murciano de
Investigaciones Biosanitarias Virgen de la Arrixaca de Murcia (IMIB-Arrixaca).

Para la comparacion de la muestra de pacientes se utilizé un grupo control de

voluntarios sanos apareados por edad y sexo.

4.2 Ambito

Se incluyeron todos los pacientes diagnosticados de EF mediante analisis
genético que se encontraban en seguimiento en Unidades de Cardiopatia
Familiares o consultas de cardiologia o nefrologia en 3 hospitales espafoles:
Hospital General Universitario de Alicante (HGUA), Hospital General de Elda
(HGE) y Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia (HCUVA).
La inclusion de pacientes se realizd entre el 5 de mayo de 2012 y el 25 de junio
de 2014.
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4.3 Poblacion de estudio

Pacientes con diagnostico de EF mediante analisis genético que estaban en
seguimiento en las Unidades de Cardiopatia Familiares o consultas de
cardiologia o nefrologia en los 3 centros incluidos:

e Criterios de inclusién:

1. Pacientes hombres y mujeres mayores de 16 afos que estén
diagnosticados de EF mediante analisis genético que demuestre
presencia de una mutacion en el gen GLA previamente asociada
con el desarrollo de EF.

2. Disponibilidad de una muestra sanguinea para la medicion de
biomarcadores.

3. Firma de consentimiento informado para la realizaciéon de
exploracion y pruebas complementarias, asi como participacion en
el estudio.

e Criterios de exclusion:
1. Pacientes menores de 16 afnos.
2. Rechazo del paciente a participar en el estudio.

3. Imposibilidad de trasladarse al centro hospitalario de referencia
para la entrevista, pruebas complementarias y extraccion de

muestra sanguinea.

4. Pacientes portadores de algun polimorfismo en el analisis
genético que pueda estar en relacion con el desarrollo de la
enfermedad pero que no haya sido demostrada su asociacién o
no haya sido descrita previamente en la literatura.

5. Muestra sanguinea insuficiente o de calidad insuficiente para su

procesado.

6. Paciente con insuficiencia renal terminal en hemodialisis cronica

que pudiera interferir en los valores de los biomarcadores.
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7. Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia, donde embarazo
se define como el estado de una mujer después de la concepcion y
hasta que finalice la gestacion.

8. Antecedentes de cancer de cualquier 6rgano, tratado o no tratado,
durante los ultimos 5 afos, independientemente de que existan o

no pruebas de recurrencia local o metastasis.

9. Pacientes con enfermedad inflamatoria sistémica cronica o con
proceso infeccioso activo en el momento de la extraccion de la

muestra.

10. Sindrome coronario agudo, accidente cerebrovascular, ataque
isquémico transitorio, cirugia cardiaca o carétida u otra intervencion
vascular mayor, intervencion coronaria percutanea o angioplastia de
carotida los tres meses previos a la inclusibny obtencion de la

muestra.
4.3.1 Clasificacion de la muestra en dos subgrupos

A partir de la cohorte global con todos los pacientes incluidos, se crearon dos
subgrupos: i) uno formado por aquellos pacientes con diagndstico genético de
EF y con afectacion cardiaca considerando como tal la presencia de HVI
(definida como un grosor parietal maximo del VI mayor o igual a 13 mm) y/o la
existencia de alteraciones tipicas en el ECG (presentar al menos una de las
siguientes alteraciones: PR<120 o >200 ms, QRS>120 ms, el cumplir el criterio
de HVI, la inversion de la onda T en mas de una derivacion diferente a V1 y aVR,
asi como el antecedente de arritmia significativa como fibrilacion o flutter
auricular o taquicardia ventricular) y ii) otro subgrupo de pacientes con el
diagndstico genético de EF pero sin afectacion cardiaca.

4.3.2 Grupos control

Para realizar la comparacion de los datos analiticos de los pacientes con EF
con la poblacién sana, se incluy6 un grupo control con sujetos voluntarios sanos
reclutados a partir del personal del hospital y estudiantes. Estos sujetos no tenian
relacion con las familias del paciente del estudio, todos eran sanos y
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seleccionados para no mostrar diferencias por edad y sexo para cada grupo de
pacientes anteriormente descritos y a todos se le realiz6 una extraccién de
muestra sanguinea venosa siguiendo el protocolo del estudio y un cuestionario
para descartar posibles antecedentes de cardiopatia o nefropatia, asi como
sobre sus factores de riesgo cardiovascular.

4.4 Tamano de la muestra

Al tratarse de una enfermedad rara de baja prevalencia y con un numero
limitado de pacientes disponibles en el ambito geografico de nuestra poblacion,
no se realizé un calculo de tamano muestral. Debido a las limitaciones propias
derivadas de este esperado bajo numero de pacientes, se propuso incluir todos
los pacientes que cumplieran los criterios diagnosticos.

4.5 Extraccién, procesamiento y conservacion de las muestras

Se extrajo muestras de sangre de los pacientes, sin traumatismo ni estasis, a
primera hora de la mafana, tras 12 horas de ayuno y en reposo, de la vena
antecubital. Se obtuvo muestras de plasma citratado y suero tras la
centrifugacion a 3500 rpm durante 15 minutos. Las muestras se almacenaron a

-80 °C en los distintos hospitales, hasta un analisis posterior.
4.6 Biomarcadores analizados

Para los objetivos de esta tesis como se ha comentado previamente, se conto
con la medicidn de la concentracion de hs-TnT, NT-ProBNP, Gal-3, IL-6 y BTP,
en la muestra de sangre venosa extraida al paciente. Las concentraciones de

cada biomarcador se determinaron mediante los siguientes analizadores:

-hs-TnT: Test inmunoldgico in vitro Elecsys TropT hs mediante inmunoensayo
ECLIA (electrochemiluminescence immunoassay) con inmunoalizador Cobas®
en suero (Roche Diagnostics; Mannheim, Alemania). El limite de deteccion fue
de 3 ng/L, y los coeficientes de variacion intra- e inter-analisis fueron 1,4% vy
2,4%, respectivamente.

-NT-proBNP: Test inmunolégico Roche CARDIAC proBNP+ con

inmunoanalizador Cobas® en suero (Roche Diagnostics; Mannhein, Alemania).
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El limite de deteccidn fue de 5 pg/mL, y los coeficientes de variacion intra- e inter-
analisis fueron 1,4% y 3,5%, respectivamente.

-Gal-3: Test Vidas Galectina-3 en suero (BioMérieux; Francia), mediante técnica
ELFA (Enzyme-Linked Fluorescent Assay) con analizador VIDAS®. El limite de
deteccion fue de 2,2 ng/mL, y los coeficientes de variacidn intra- e inter-analisis
fueron 1,6% y 6,5%, respectivamente.

-BTP: BN ProSpec® en plasma (Siemens Healthcare Diagnostics). El limite de
deteccion fue de 0,25 mgl/L, y los coeficientes de variacidn intra- e inter-analisis
fueron 2.8% y 4.7%, respectivamente.

-IL-6: Test inmunoldgico in vitro Elecsys IL-6 mediante inmunoensayo ECLIA con
inmunoanalizador Cobas® en suero (Roche Diagnostics; Mannheim, Alemania).
El limite de deteccion fue de 1,5 pg/mL, y los coeficientes de variacion intra- e

inter-analisis fueron <2% y 4,9%, respectivamente.

En el caso de la técnica ECLIA, como ejemplo de técnica de
inmunoensayo, se combina la reaccion convencional Antigeno-Anticuerpo
(técnica sandwich) en la superficie de una microparticula magnética con la
reaccion electroquimica sobre la superficie de un electrodo para generar
luminiscencia. Es un método basado en la interaccion entre un quelato de rutenio
y tripropilamina (TPA) sobre la superficie de un electrodo de platino. Los
elementos no fijjados se eliminan posteriormente, y al aplicar una corriente
eléctrica definida se produce una reaccion quimioluminiscente cuya emision de
luz se mide directamente con un fotomultiplicador. El analizador esta disefiado

para dar resultados mediante tecnologia ECLIA. (Figura 13y 14)
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biotinilado

Figura 13. Técnica de inmunoensayo ECLIA (Adaptado de www.Roche.com)

Figura 14. Sistema de Analizador Cobas e 411 para técnica de inmunoensayo ECLIA (Adaptado de

www.Roche.com)
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4.7 Datos demograficos, antropométricos y clinicos

El sexo y edad en afios de los pacientes en el momento de la extraccion de la
muestra sanguinea se consigndé de acuerdo con los datos de filiacion de la
historia clinica. La edad calculada se obtuvo a partir de la fecha de nacimiento y
la fecha de la extraccion. Los pacientes fueron tallados y medidos en el lugar de
la extraccion previamente a la realizacidon de la prueba. El calculo de la superficie

corporal se llevé a cabo mediante la férmula de Mosteller (V[altura (cm) x peso
(kg)]/3600) (188).

Se registré dentro del protocolo habitual del manejo de estos pacientes la
mutacion genética identificada relacionada con la EF, la actividad enzimatica
residual presente, asi como la edad al diagndéstico y se asigndé un numero para
cada familia de pacientes de cada centro. También se registro las variables
clinicas mediante una entrevista en el momento de la extracciébn asi como
mediante la revision de la historia clinica de su médico responsable y resto de
especialistas implicados en el seguimiento, para valorar el grado de afectacion
clinica y organica de los pacientes, tanto a nivel general (sintomas
caracteristicos de la EF) como mas especificamente a nivel de la afectacion renal
o cardiaca, completandose en cada caso la escala de afectacion en esta
enfermedad (Mainz Severity Score Index (MSSI)) (Anexo ) (37). El grado de
afectacion de la funcion renal se estudié mediante los resultados de una analitica
sanguinea y de orina reciente del mismo afo, para medir los valores de la
creatinina, aclaramiento de creatinina y albuminuria (en 24 horas si estaba
disponible o en orina aleatoria estimandose el cociente albumina/creatinina
segun las Recomendaciones sobre la Valoracion de la Proteinuria en el
Diagnéstico y Seguimiento de la Enfermedad renal cronica publicadas en 2011
(189)). Ademas, a partir de la historia clinica se registraron variables como la
presencia de transplante renal y fecha del mismo, asi como si el paciente estaba
en dialisis y fecha de inicio de la misma. También se registro si el paciente estaba
con TSE, tipo y fecha de inicio del tratamiento y fin si fuese el caso.
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Las variables registradas fueron:

1. Edad

2. Sexo

3. Peso

4. Talla

5. Superficie corporal (SC)

6. Mutacion genética diagnostica de la EF

7. Actividad enzimatica residual

8. Antecedentes familiares de EF

9. Numero de familia asignado

10. Hospital o centro de procedencia:

a. Hospital General Universitario de Alicante

b. Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia

c. Hospital General de Elda

11. Tratamiento enzimatico sustitutivo:

a. Fecha de inicio

b. Tipo de tratamiento: alfa-agalsidasa o beta-agalsidasa
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12. Hipertensioén arterial

13. Clase funcional de la New York Heart Association (NYHA)

14. Antecedente de fibrilacion o flutter auricular

15. Resonancia magnética cardiaca realizada

16. Presencia de realce tardio con gadolinio en la RM cardiaca

17. Portador de marcapasos y fecha de implante

18. Portador de desfibrilador automatico implantable y fecha de implante
19. Creatinina en sangre (mg/dL)

20. Tasa de filtrado glomerular (TFG) segun la férmula "4-variable Modification
of Diet in Renal Disease" (MDRD-4) en ml/min/1.73 m?,

21. Enfermedad renal cronica durante al menos tres meses (definida segun el
ultimo Documento de Consenso para la Deteccion y Manejo de la Enfermedad
Renal Cronica de la Sociedad Espariola de Nefrologia en 2014, como TFG<60
ml/min/1.73 m? 6 lesién renal, definida como albuminuria (en orina de 24 horas
>30 mg/24 horas o cociente albumina/creatinina en orina aleatoria > 17 mg/g en
varones y 25 mg/g en mujeres), alteraciones en el sedimento, alteraciones en

técnicas de imagen o evidencia de dafo en biopsia renal (190)
22. Trasplante renal y fecha del mismo
23. Dialisis y fecha de inicio y fin de la misma

24. Enfermedad cerebrovascular previa (accidente cerebrovascular (ACV) y/o
accidente isquémico transitorio (AlT))
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25. Angioqueratomas cutaneos

26. Afectacion ocular con cornea verticilata

27. Hipoacusia y/o tinnitus

28. Acroparestesias en manos y pies (sensacion de quemazon, a veces irradiado

a proximal, espontaneo o exacerbado por cambios de temperatura, fiebre,

estrés, alcohol o ejercicio)

29. Hipo o hiperhidrosis

30. Intolerancia al calor

31. Alteraciones gastrointestinales cronicas (diarrea episédica o dolor abdominal

generalmente después de comer)

32. Hipotensién postural

33. Puntuacién MSSI Global (maximo 76 puntos)

a. General (maximo 18 puntos)

b. Cardiovascular (maximo 20 puntos)

c. Renal (maximo 18 puntos)

d. Neurolégico (maximo 20 puntos)
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4.8 Datos Electrocardiograficos

Se reviso el ECG de 12 derivaciones estandar (25 mm/s y 10 mm/mV) mas
reciente de ese mismo afo en cada uno de los pacientes a partir de la historia
clinica. En caso de no tener ningun ECG se realiz6 un ECG en el mismo
momento de la evaluacidn. En caso de ser pacientes portadores de marcapasos
0 en TSE, se registro también el ultimo ECG realizado previo al implante del
marcapasos o inicio del TSE.

Las variables registradas fueron:

1. Ritmo ECG actual:

a. Ritmo sinusal

b. Fibrilacion auricular o flutter auricular

c. Ritmo ventricular estimulado por marcapasos

2. Duracion intervalo PR (ms)

3. Duracién intervalo QRS (ms)

4. Duracion intervalo QT corregido (QTc) (ms)

5. Alteraciones de la conduccion intraventricular:

a. Bloqueo completo de rama izquierda del haz de His (BCRIHH)

b. Bloqueo completo de rama derecha del haz de His (BCRDHH)

c. Hemibloqueo anterior izquierdo (HBAI)
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d. Hemibloqueo posterior izquierdo (HBPI)

e. BCRDHH + HBA

f. BCRDHH + HBP

g. Ninguna

6. Alteraciones de la conduccion auriculo-ventricular:

a. Bloqueo auriculo-ventricular (BAV) de 1° grado

b. BAV de 2° grado Mobitz |

c. BAV de 2° grado Mobitz I

d. BAV de 3° grado

e. Ninguna

7. Hipertrofia ventricular izquierda por criterio ECG de Estes-Romhilt (192).

Criterio de HVI: puntuacion mayor o igual a 5 puntos.

8. Antecedente de taquicardia ventricular.

9. Antecedente de FA o flutter auricular.

10. Onda T negativa en mas de una derivacion diferente a aVR 6 V1.

Se consideraron anormales una duracion del QRS > a 120 ms, un intervalo

PR <120 6 > 200 ms, el cumplir el criterio de HVI Estes-Romhilt, las alteraciones
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en la repolarizacién caracteristicas como la inversion de la onda T en mas de
una derivacion diferente a aVR 6 V1, asi como el antecedente de arritmia

significativa como fibrilacion o flutter auricular o taquicardia ventricular.
4.9 Medidas ecocardiograficas convencionales

El ecocardiograma transtoracico se realizo con el paciente en decubito lateral
izquierdo empleando un equipo de imagen por ultrasonidos iE33 (Philips Medical
System, Andover, Massachusets, Estados Unidos) equipado con una sonda
sectorial X5-1 para la adquisicion de todas las modalidades de la imagen. Todos
los estudios fueron realizados por un mismo cardidlogo especialista en
ecocardiografia avanzada en el mismo periodo de la evaluacion clinica y de la

extraccion de muestras sanguineas.

Para la medida de las dimensiones lineales del VI se emplearon las imagenes
bidimensionales del eje largo obtenidas desde una ventana paraesternal.
Empleando la técnica de primer eco al primer eco se midié manualmente (a nivel
del extremo de los velos mitrales en su maxima apertura) el espesor del septo
interventricular (S1V), pared posterior o inferolateral del VI (PPVI) y los diametros
telediastolico (DTDVI) y telesistolico del VI (DTSVI) (193). La masa del VI en
gramos indexada por SC se calcul6 mediante el método lineal a partir de los
diametros 'y  espesores ventriculares con la formula  Masa
VI=0.8x[1.04x(SIV+DTDVI+PP)>-DTDVF J+0.6(193) (194). También se realizd
una descripcion y clasificacion del tipo de HVI caracterizandola como
conceéntrica, asimétrica o apical segun la distribucion de los grosores parietales
(195). La fraccion de eyeccion del VI (FEVI) se midi6 con método Simpson
biplano (apical cuatro y dos camaras)(193). Las dimensiones de la auricula
izquierda (Al) fueron calculadas a través del diametro anteroposterior de la Al
medido en el plano paraesternal eje largo y a través del volumen de la Al (VAI)
medido por el método Simpson biplano (apical cuatro y dos camaras) (193).
Tanto los volumenes del VI como de la Al se indexaron por SC. Respecto al VD,
se valoro6 su funcidn sistélica mediante la medicion del desplazamiento sistélico
del anillo tricuspide (TAPSE) y se midi6 a partir del plano apical de 4 camaras
con el cursor de modo M alineado sobre la direccion del anillo tricuspide lateral,
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de acuerdo a las recomendaciones actuales (193). Mediante estudio con Doppler
pulsado de las velocidades de flujo transmitral en diastole se estudio el flujo de
llenado del VI en la vista apical de cuatro camaras. Con la ayuda de la imagen
del Doppler-Color se oriento el haz de Doppler con la direccion del flujo y se situd
un volumen de muestra de 1 a4 mm al nivel del extremo de los velos de la valvula
mitral. El espectro Doppler se obtuvo con una velocidad de barrido de 50-75
mm/s, con el ajuste de filtros y ganancias para obtener la mejor definicion de las
ondas protodiastélica (onda E) y telediastélica (onda A) de llenado transmitral,
estimandose asi tanto la relacion E/A como el tiempo de desaceleracion de la
onda E (196). Si el paciente estaba en FA, se estim¢ la velocidad de la onda E
promediada de cinco ciclos. Otro parametro que se midié como parte de la
evaluacion de la funcion diastdlica del VI fue el ratio entre el flujo transmitral
protodiastélico (onda E) y el pico precoz de velocidad con Doppler tisular (ratio
E/e') septal, lateral y promediado. Para ello se emple6é un plano apical cuatro
camaras situando un volumen de muestra de 5-10 mm en la porcion septal y
lateral del anillo mitral y con una velocidad de barrido de 50-75 mm/s se registro
la velocidad de desplazamiento del anillo mitral en todo el ciclo cardiaco. Se
midieron asi las velocidades maximas de la onda sistdlica (s') y de las ondas
prodiastdlica (e') y telediastdlica (a') (196). Con la imagen en Doppler color, se
posiciono el sector a nivel de las valvulas mitral, aortica, tricuspide y pulmonar y
se registraron aquellos casos de insuficiencias moderadas o severas, tras
estudiar su severidad de acuerdo a las directrices de las ultimas guias de la
Sociedad Europea de Imagen Cardiovascular (197). También con la imagen en
modo Doppler color a nivel de la valvula tricuspide se orientd el haz de Doppler
continuo con la direccion del flujo de la insuficiencia tricuspide y se obtuvo la
curva Doppler y se midio la velocidad maxima de la insuficiencia tricuspide. A
partir de ella se estimo la presion sistélica de la arteria pulmonar utilizando la
ecuacion de Bernoulli simplificada y sumandole la presion de la auricula derecha
estimada a partir de la anchura y el colapso inspiratorio de la vena cava inferior
(198).
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4.10 Cronograma

La primera fase de reclutamiento y seleccion de los pacientes candidatos en
los tres centros la llevaron a cabo los responsables de las unidades de
Cardiopatias Familiares de dichos centros: el Dr. Vicente Climent del HGUA, el
Dr. Juan Ramén Gimeno y el Dr. Gonzalo de la Morena en el HCUVA y la Dra.
Marina Martinez del HGE.

En la segunda fase se citaron a los pacientes segun su revision prevista
proponiéndosele en ese momento la participacion o se les llamo telefénicamente
para intentar concertar una cita en su hospital de referencia explicandoles el
motivo de la llamada si no tenian una revision prevista en los meses venideros.
El doctorando superviso la recogida de datos demograficos, clinicos y analiticos,
realizacién del cuestionario clinico del paciente, realizacion del ECG en los casos
necesarios, realizacion de ecocardiografia reglada con equipos similares tal y
como se ha descrito, asi como obtencion de muestras sanguineas para la
determinacion de biomarcadores en ultimo lugar segun protocolo.
Posteriormente se realizd el procesamiento de las muestras obtenidas en el
Departamento de Investigacion del HGUA segun protocolo previamente descrito
y se almacend las muestras en congelador. La seleccién de los controles sanos
se realiz6 atendiendo a criterios de edad y sexo de los pacientes.

La tercera etapa del postprocesado de muestras se realizé en el laboratorio
del Instituto Murciano de Investigaciones Biosanitarias Virgen de la Arrixaca de
Murcia (IMIB-Arrixaca), donde se remitieron via mensajeria urgente las muestras
congeladas.

Finalmente, se realizé el analisis estadistico de los datos e interpretacién de

los resultados.

91



Material y métodos

4.11 Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos a partir de la historia clinica, cuestionario, estudio
ecocardiografico y datos de biomarcadores fueron introducidos en una base de
datos protegida en Microsoft Access 2010. Posteriormente se procedié al
volcado de los datos para su procesamiento al paquete estadistico SPSS versién
19.0 para Windows (SPSS, Inc., Chicago, lllinois, Estados Unidos). La
normalidad de la distribucion de las variables fue valorada con el test de
Kolmogorov-Smirnov. Para su descripcion las variables categoricas se
describieron como proporciones y las variables continuas, mediante la media +
desviacion estandar o mediana (intervalo intercuartilico), segun tuvieran o no
distribucion normal. La comparacién de dos variables cuantitativas continuas se
llevé a cabo mediante la prueba t de Student para medias independientes. El
supuesto de homogeneidad de varianzas se comprobd6 con la prueba de Levene.
En el caso de que las variables no tuvieran una distribucién normal se aplico la
prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Para la comparacién de la
distribucion de variables cualitativas se empled la prueba x2 de Pearson (con la
prueba exacta de Fisher en caso de no cumplirse sus criterios de aplicabilidad).
En caso de variables con datos ausentes en alguno de sus registros, se procedio
al analisis con los registros con todos sus datos disponibles. La correlacion entre
dos variables continuas se realizd mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson o Spearman, segun fuese necesario. La comparacion entre variables
continuas y las diferentes variables discretas se realiz6 mediante un analisis de
varianza (ANOVA) o la prueba de Kruskall Wallis segun estuviese indicado.

Se calculé la sensibilidad, la especificidad y las curvas ROC de las
concentraciones de cada biomarcador en relacidn con el grado de afectacion
sistémica segun la puntuacion MSSI>20. Los mejores puntos de corte (mayor
sensibilidad y menor 1-especificidad) de cada biomarcador fueron elegidos
segun las curvas ROC. Para determinar qué variables clinicas vy
ecocardiograficas se asociaron con las concentraciones de los diferentes
biomarcadores, se realiz6 un analisis univariado de regresion lineal. Las
variables que tenian una p<0.15 se incluyeron en el analisis multivariado para
determinar qué variables se asociaron de forma independiente con los valores
de los biomarcadores. Se realiz6 analisis de regresion logistica uni y multivariado
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(con los criterios anteriormente expuestos) para evaluar la asociacion
independiente entre el punto de corte seleccionado previamente para cada
biomarcador, asi como otros parametros clinicos y demograficos, con la
existencia de afectacion cardiaca.
Para la estimacion de la asociacion entre los subescores MSSI y las
concentraciones de los biomarcadores se realizé un analisis de regresion lineal.
Las estimaciones se consideraron estadisticamente significativas para el valor

bilateral del riesgo alfa < 0.05.

4.12 Aspectos éticos

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

con EF.

La recogida, tratamiento y uso de los datos requeridos para este estudio se
ha realizado de acuerdo con la declaracion de Helsinki (2013) (199), las normas
de Buena Practica Clinica y la legislacion vigente en Espania relativa a este tipo
de estudios observacionales (Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, sobre
Proteccion de datos de Caracter Personal y Real Decreto 1720/2007 de 21 de
diciembre por el que se aprueba el Reglamento de desarrollo de dicha Ley) (200).
El protocolo del estudio fue evaluado por el Comité Etico de Investigacion Clinica
de los hospitales de referencia de ambas areas geograficas, que emitié un
dictamen favorable (Anexo Il). El acceso a los datos de la historia clinica se ha
realizado guardando la mas estricta confidencialidad, de forma que no se viole
la intimidad personal de los participantes en el estudio. La informacion clinica ha
sido tratada de manera anénima asignandosele un codigo numérico. El estudio
se ha desarrollado sin interferir ni modificar los cuidados clinicos de cada uno de
los casos. Las decisiones clinicas en cuanto al inicio del TSE fueron tomadas
por sus médicos responsables de acuerdo a los criterios clinicos actuales, de
manera independiente y ciega al resultado de las técnicas de estudio. El estudio
por tanto tampoco implico aumentar el numero de revisiones clinicas ni el tipo o
cantidad de exploraciones complementarias en la mayoria de los casos, ya que
se intentd realizar la evaluacion de los pacientes segun sus citas concertadas

previamente o aprovechando el dia que acudian para realizar su revision
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habitual. Todos los pacientes otorgaron su consentimiento por escrito para la

inclusion en el estudio (Anexo ).
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5. RESULTADOS

La inclusion global fue de 45 pacientes con diagnostico de EF. Finalmente
registramos 44 pacientes con diagndstico de EF mediante analisis genético, 21
pacientes con HVI y/o alteraciones en el ECG y 23 pacientes sin HVI ni
alteraciones en ECG, excluyéndose un paciente por fallecer antes de poder
recoger los datos minimos para entrar en el estudio. Se incluyeron 73 sujetos
controles sin diferencias significativas en edad y sexo con los pacientes con EF,
divididos a su vez en 2 subgrupos como controles de los pacientes con EF con
y sin afectacion cardiaca, resultando 46 controles en el primer caso y 27 en el
segundo. El arbol de inclusidn de pacientes y controles del estudio viene

representado en la figura 15.

Cohorte global EF
N= 45

1 paciente excluido por
éxitus y pérdida de

EF con HVI y/lo
alteraciones ECG

Grupo control Grupo control
apareado apareado
N=46 N=27
A "

~— p—

Grupo control apareado por
edad y sexo
N=73

o

Figura 15. Arbol de inclusién de pacientes y controles del estudio
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Los 44 pacientes pertenecian a un total de 11 familias, 9 de ellas en
seguimiento en el HGUA, 1 en el HCUVA y 1 en el HGE. La familia con mayor
numero de pacientes incluidos fue la familia de HGE con un total de 10 pacientes
y la familia de HGUA ALC 7 con un total de 10 pacientes. El listado de las familias
y las mutaciones asociadas se describe en la tabla 4.

Familias N Mutacion

ALCA1 3 p-W226C (c.226G>T) y p.R227X (c.227C>T)
ALC2 2 p.Arg227x (c.679C>T)
ALC3 4 p.S238N (c.9091G>A)
ALC4 3 p.S238N (c.9091G>A)
ALC5 1 p.1253T(c.758T>C)
ALC6 4 €.194+39delAT

ALC7 10 g.5052_5079del28
ALCS8 1 p.S238N (c.9091G>A)
ALC9 2 p.S126G (c.376A>G)
ELD1 10 p.S238N (c.9091G>A)
M1 4 p-M187R

Tabla 4. Familias incluidas y mutaciones asociadas en cada una de ellas. ALC: Alicante; ELD: Elda;

M: Murcia; N: nimero de miembros de la familia.

El centro con mayor numero de pacientes incluidos fue el HGUA, con un total
de 30 pacientes (68.2%) y posteriormente el HGE con 10 pacientes (22.7%). En
el HCUVA se incluyeron 4 pacientes (9.1%). La distribucion de los pacientes
segun el centro de procedencia se muestra en la figura 16.
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9.1%
4
“HGUA
“HGE
HCUVA

Figura 16. Distribucion de los pacientes segun el centro de procedencia. HGUA: Hospital General
Universitario de Alicante; HGE: Hospital General de Elda; HCUVA: Hospital Clinico Universitario Virgen de

la Arrixaca.

5.1 Descripcion clinica de los pacientes

Las caracteristicas demograficas y clinicas de la cohorte global y de los
subgrupos con y sin afectacion cardiaca (definida previamente como HVI y/o
alteraciones caracteristicas en el ECG), se describen en la tabla 5.

La cohorte global del estudio presenté una media de edad de 45.9+16.6 afios
y contoé con 21 varones y 23 mujeres. De los 44 pacientes, 21 tenian afectacion
cardiaca, que suponia el 47.7% de la muestra. Dentro del grupo con afectacién
cardiaca, el porcentaje de varones fue superior que en el grupo sin afectaciéon
cardiaca (71.4% vs. 26.1; p=0.006), presentando ademas este grupo también
una mayor edad (media de 52.2 vs. 39.9 afos; p<0.008) (tabla 5 y figura 17).
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. = VARONES

& VARONES
= MUJERES

& MUJERES

Figura 17. Distribucion de sexos en el grupo de pacientes. Distribucion de sexos en los subgrupos de
pacientes con afectacion cardiaca (A) y sin ella (B).
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Variables Global EF  sin HVI ni | EF con HVI y/o | p*
alteraciones ECG alteraciones ECG
N=44 N=23 N=21

Edad (afios) 45.9+16.6 38.4+18.3 52.24+11.4 0.004
Sexo vardn [n(%)] 21 (47.7) 6 (26.1) 15 (71.4) 0.006
Peso (kg) 66.6+13.9 61.1£13.1 72.7£12.5 <0.004
Altura (m) 163 (157-173) 161(156-165) 170(159-177) 0.086
SC (m2) 1.70 (1.59-1.83) 1.65 (1.55-1.75) 1.78 (1.70-2.02) 0.007
Actividad enzimatica | 16.5 (9-36.4) 38 (17.0-75.0) 12.5 (8.0-18.0) 0.007
(%)
TSE [n(%)] 23 (52.3) 5(21.7) 18 (85.7) <0.001
NYHA [n(%)] <0.001

I 32 (72.7) 22 (95.7) 10 (47.6)

Il 11 (25) 1(4.4) 10 (47.6)

i 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

v 1(2.3) 0 (0.0) 1(4.8)
HTA [n(%)] 17(38.6) 6 (26.1) 11 (52.4) 0.074
Creatinina (mg/dl) 0.80 (0.68-1.00) 0.72 (0.60-0.82) 1(0.76-1.38) 0.002
TFG (ml/min/m2) 93.7+38.3 112.1431.2 74.5+36.1 0.001
Enfermedad renal | 15 (35.7) 2 (9.5) 13 (61.9) 0.001
[n(%)]
Albuminuria [n(%)] 14 (37.8) 2(10.5) 12 (66.8) 0.001
CAC (mg/g) 6.00 (1.50-31.00) 3.55 (1.40-7.40) 31.00 (3.00-159.00) | 0.015
Trasplante renal | 4 (9.1) 0 (0.0) 4 (19.1) 0.044
[n(%)]
ACV o AIT [n(%)] 5(11.4) 1(4.4) 4(19.1) 0.176
Angioqueratomas 3(6.8) 0(0.0) 3(14.3) 0.100
[n(%)]
Cornea verticillata | 6 (13.6) 1(4.4) 5(23.8) 0.088
[n(%)]
Acroparestesias 14 (31.8) 5(21.7) 9 (42.9) 0.133
[n(%)]
Hipoacusia [n(%)] 8(18.2) 3(13.0) 7 (33.3) 0.155
Hipo o hiperhidrosis | 9 (20.5) 4(17.4) 5(23.8) 0.716
[n(%)]
Intolerancia al calor | 6 (13.6) 2(8.7) 4 (19.1) 0.403
[n(%)]
Hipotension postural | 4 (9.1) 2 (8.7) 2 (9.5) 1.000
[n(%)]
Alteracion Gl [n(%)] 5(11.4) 2(8.7) 3(14.3) 0.658
Concentracion  Liso- | 3.13 (0.99-7.38) 1.56 (0.76-3.13) 5.57 (4.40-9.24) 0.003
Gb3
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas de la poblacion incluida. Las magnitudes expresan el nimero de
pacientes y el porcentaje respecto al total de los pacientes con datos en cada variable, media y desviacion
estandar, o mediana y rango intercuartilico, segun corresponda. *Nivel de significacion estadistica de la
comparacion entre los subgrupos con y sin afectacion cardiaca. ACV: accidente cerebrovascular; AlT:
accidente isquémico transitorio; CAC: cociente albumina/creatinina (mg/g); ECG: electrocardiograma; EF:
enfermedad de Fabry; Gl; gastrointestinales; HTA: hipertension arterial; HVI: hipertrofia ventriculo izquierdo;
SC: superficie corporal; TFG: tasa de filtrado glomerular; TSE: tratamiento sustitutivo enzimatico.

En cuanto a las diferencias de edad por sexos, no hubo diferencias
significativas en la edad de hombres respecto a mujeres en la cohorte global
(44.4 vs. 47 .4; p=0.520), aunque las mujeres presentaron una mayor edad media
respecto a los varones en el subgrupo con afectacion cardiaca (60.5 vs. 48.9;
p=0.034), siendo esta diferencia no estadisticamente significativa en el grupo sin
dicha afectacion (p=0.160).

Respecto a las medidas antropométricas, entre los hombres con y sin
afectacion cardiaca no existian diferencias estadisticamente significativas en su
superficie corporal, asi como tampoco entre las mujeres con y sin dicha
afectacion (1.86 vs. 1.60 m2; p=0.098 para varones y 1.71 vs. 1.63 m2; p=0.260
para mujeres). Si existian diferencias estadisticamente significativas respecto al
peso entre los varones con y sin afectacion cardiaca (74.3£13.4 vs. 58.8+17.3;
p=0.039), no siendo estas diferencias significativas en el grupo femenino
(p=0.230).

Los pacientes con afectacion cardiaca presentaron una menor actividad
enzimatica residual de la a-Gal A en plasma que los pacientes sin afectacion
cardiaca (mediana de 12.5% [8.0-18.0%] vs. 38% [17.0-75.0%]; p=0.007),
siendo también menor la actividad enzimatica en los varones que en las mujeres
tanto en la cohorte global (mediana de 10.5% [6.3-16.0%] vs. 37.2% [18.8-
70.5%]; p<0.001), como en el subgrupo con afectacién cardiaca (4.2% [2.1-
6.3%] vs. 55% [36.4-75.0%]; p=0.034), no asi en el subgrupo sin afectacién
(12.4% [7.4-17.0%] vs. 12.3% [12.5-20.6%]; p=0.345) (figura 18).
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Figura 18. Actividad de la a-Gal A segun el tipo de paciente y sexo: Actividad enzimatica segun el sexo

en los pacientes con afectacion cardiaca (A) y sin ella (B).
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Los pacientes con afectacion cardiaca presentaron una clara tendencia a una
mayor prevalencia de hipertension arterial (HTA) que aquellos sin HVI, pero sin
alcanzar la significacion (52.4% vs. 26.1%; p=0.074). Si presentaron una peor
clase funcional evaluada mediante la escala NYHA. De los pacientes con
afectacion cardiaca, 10 (47.6%) estaban en CF | y otros 10 en CF |l de la NYHA,
estando el paciente restante en CF IV de la NYHA (4.8%). Por el contrario, la
gran mayoria de los pacientes sin afectacion cardiaca (95.7%) estaban en CF |
de la NYHA y solo 1 paciente (4.4%) estaba en CF |l de la NYHA. No se
encontraron diferencias significativas en cuanto al numero de hipertensos en
varones respecto a mujeres (52.9% vs. 47.1%; p=0.583) ni en cuanto a la clase
funcional segun el sexo del paciente (p=0.225).

Respecto a la afectacion renal 13 de los pacientes (61.9%) con afectacion
cardiaca presentaban afectacion (TFG<60 mg/ml/1.73m2 y/o albuminuria). Por
el contrario, en el grupo sin afectacion cardiaca solo 2 pacientes (8.7%) tenian
afectacion renal, siendo dicha diferencia estadisticamente significativa (p<0.001)
(figura 19). Los 4 pacientes sometidos a trasplante renal, pertenecian al grupo
con afectacion cardiaca (9% del total de pacientes de la muestra), siendo todos

ellos varones.
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*p<0.001

Figura 19. Afectacion renal en cada subgrupo de pacientes, con y sin afectacion cardiaca. Porcentaje

de pacientes con afectacion renal en los subgrupos de pacientes con afectacion cardiaca y sin ella.
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En nuestra cohorte de pacientes con EF, sélo 2 (4.6%) presentaban una forma
cardiaca aislada, que suponen el 8% de los que han presentado sintomatologia
relacionada con la EF, no presentando otro tipo de afectacion sistémica. El resto
de pacientes con afectacion cardiaca la presentan en el contexto de una forma
clasica de EF (19 pacientes, 76.0% de los pacientes con sintomatologia
relacionada con la EF). En cambio, del total de pacientes con EF en su forma
clasica (27 pacientes, 61.4% de la cohorte), 8 no presentaban afectacidon
cardiaca (29.6%). No existia ningun paciente con afectacién renal o neurologica
aislada en nuestra cohorte.

Atendiendo al tipo de manifestaciones sistémicas (ACV/AIT, acroparestesias,
angioqueratomas, hipo/hiperhidrosis, alteraciones gastrointestinales,
hipoacusia/tinnitus o hipotension postural) aunque el porcentaje de cada una de
ellas fue mayor en el grupo con afectacion cardiaca, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos subgrupos. Unicamente
en el caso de la cornea verticillata existia una tendencia, que no alcanzaba la
significacion estadistica (23.8% vs. 4.4%; p=0.088) (tabla 5 y figura 20). En
cuanto a la afectacion por sexos, en todas las manifestaciones el porcentaje de
afectados era mayor en el grupo masculino, menos en el caso de la hipotension
postural que fue mayor en el femenino, no alcanzando en ninguno de los casos,
menos en el de la hipoacusia/tinnitus, la significacion estadistica (38.1% vs.
8.7%; p=0.031 en el caso de la hipoacusia/tinnitus). No se encontré ninguna
mujer afectada de angioqueratomas y soélo una present6 un ACV y otra describia
afectacion gastrointestinal.
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Figura 20. Sintomas y afectaciéon organica segun el tipo de paciente. Prevalencia en porcentaje de
sintomas o afectacion de drganos en los pacientes con afectacion cardiaca en rojo (HVI y/o alteraciones
ECG caracteristicas) o sin ella en azul. ACV: accidente cerebrovascular; AIT: accidente isquémico
transitorio; alt. ECG: alteraciones en electrocardiograma; EF: enfermedad de Fabry; HVI: hipertrofia
ventriculo izquierdo; Int. Calor: Intolerancia al calor; Hipot postural: hipotensidn postural; Alt. Gl: alteraciones

gastrointestinales.

Teniendo en cuenta las escalas de afectacion analizadas en esta cohorte, los
pacientes con afectacion cardiaca presentaron una mayor puntuacion en la
escala MSSI global que los pacientes sin ella (mediana 18 vs. 3; p<0.001). Lo
mismo ocurrio con el resto de puntuaciones especificas por afectacion organica,
excepto en el MSSI neurolégico donde las diferencias no alcanzaron la
significacion estadistica (mediana 0 vs. 2; p=0.062) (tabla 6 y figura 21). Al
analizar estos resultados por sexos, los varones presentaron una mayor
puntuacion MSSI global (mediana 20 vs. 4; p=0.002), MSSI cardiaco (mediana
14 vs. 1; p=0.002) y MSSI renal (ambas medianas 0, p=0.016). Al hacer este
analisis en el grupo seleccionado de afectacion cardiaca se encontraron
diferencias estadisticamente significativas también en la puntuacién MSSI global
y cardiaca entre hombres y mujeres (tabla 7).
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Global EF sin HVI ni | EF con HVI y/o | p*
N=44 alteraciones alteraciones
ECG ECG
N=23 N=21
MSSI Global 12 (3-20) 3 (1-5) 18 (15-21) 0.011
MSSI General 1(1-3) 1.0 (1-2) 3(1-4) 0.011
MSSI Neuroloégico | 1 (0-4) 0 (0-2) 2 (0-2) 0.062
MSSI Renal 0 (0-4) 0 (0-0) 4 (0-9) <0.001
MSSI Cardiaco 2 (0-14) 0 (0-1) 14 (12-15) <0.001

Tabla 6. Puntuacion en las escalas MSSI en los pacientes con y sin afectacion cardiaca. Las

magnitudes expresan la mediana y rango intercuartilico entre paréntesis. *Nivel de significacion estadistica

de la comparacion entre los subgrupos con y sin afectacion cardiaca. EF: enfermedad de Fabry, HVI:

hipertrofia ventriculo izquierdo; ECG: electrocardiograma; MSSI: Mainz Severity Score Index.

Varones Mujeres p*
N=21 N=23
MSSI Global 29 (19-37) 18 (17-19) 0.035
MSSI General 3 (1-4) 2(1-4) 0.654
MSSI Neuroldgico 2 (0-8) 4 (1-4) 0.696
MSSI Renal 4 (0-18) 1 (0-4) 0.169
MSSI Cardiaco 15 (13-15) 11 (9-13) 0.028

Tabla 7. Puntuacion en las escalas MSSI en los pacientes con afectacion cardiaca segun el sexo.

Las magnitudes expresan la mediana y rango intercuartilico entre paréntesis. *Nivel de significacion

estadistica de la comparacion entre los subgrupos con y sin afectacion cardiaca. MSSI: Mainz Severity

Score Index.
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Figura 21. Puntuacién global en la escala MSSI segun el tipo de paciente. MSSI: Mainz Severity Score

Index.

Si nos centramos en el TSE, 23 de los 44 pacientes (52.3%) estaban en
tratamiento, 18 pacientes en el grupo con afectacion cardiaca y 5 en el subgrupo
sin ella (85.7% vs. 21.7%; p<0.001). En relacidon con el sexo, el 17% de los
pacientes tratados eran varones y el 6% mujeres (p<0.001). La edad media de
inicio del TSE fue de 46.40+11.40 afios, sin diferencias entre los varones y las
mujeres (43.2 vs. 44.5; p=0.659). Respecto al tipo de TSE, el total de pacientes
tratados lo estaba con tratamiento con alfa-agalsidasa. El tiempo medio con TSE
era de 3.4+0.5 afnos, sin diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
cony sin HVI (3.7 vs. 2.7; p=0.419) (tabla 5).

Por ultimo, al analizar los valores de Liso-Gb3, se encontraron unas
concentraciones inferiores en el grupo sin afectacién cardiaca, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas (1.56 [0.76-3.13] vs. 5.57 [4.40-
9.24]; p=0.003) (tabla 5).
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5.2 Datos de afectacion eléctrica

Los datos de afectacion eléctrica de los pacientes incluidos en el estudio estan
descritos en la tabla 8.

Cuando estudiamos el ritmo en el ECG, todos los pacientes sin afectacion
cardiaca se encontraban en ritmo sinusal y ninguno era portador de marcapasos
o DAI. Tampoco encontramos episodios previos de FA o flutter auricular. En
cambio, el porcentaje de pacientes en FA o flutter auricular, era
significativamente superior en el grupo con afectacion cardiaca (9.5% vs. 0.0%;
p=0.010), asi como el haber presentado algun episodio previamente (23.8% vs,
0.0%; p=0.020). En el grupo con afectacion cardiaca, el 23.8% de los pacientes
eran portadores de marcapasos o DAI, siendo las diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo sin afectacion (p=0.019).

Los pacientes con afectacion cardiaca presentaron una mayor duracién del
intervalo QRS en el ECG (110.6£23.2 ms vs. 77.7+420.1 ms; p<0.001). No
encontramos diferencias estadisticamente significativas respecto a la duracion
del intervalo PR (145 ms [120-168 ms] vs. 122 ms [120-146 ms] p=0.108) ni del
intervalo QT corregido (411.0 ms [391.5-462.5 ms ] vs. 395.0 ms [370.0-416.0
ms]; p=0.154). En el caso de los pacientes portadores de marcapasos, se
midieron todos los intervalos en los latidos no estimulados o en el ECG previo al
implante del marcapasos en el caso de que la estimulacion fuese del 100%, no
pudiéndose analizar en dos de los casos por no disponer de ECG previo al

implante.

Los pacientes con afectacion cardiaca cumplieron el criterio de HVI de Estes-
Rohmhilt en el 52.4% de los casos y ninguno de los pacientes sin afectacion lo
cumplia (p<0.001). En el caso de los pacientes portadores de marcapasos, se
hizo la estimacién en los latidos no estimulados o en el ECG previo al implante
del marcapasos en el caso de que la estimulacion fuese del 100%. Se excluyeron
para las estimaciones los pacientes que tenian alteraciones en la conduccion

intraventricular.
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Global EF sin HVI ni | EF con HVI ylo | p*
N=44 alteraciones alteraciones ECG
ECG N=21
N=23
Antecedentes 5(11.4) 0(0.0) 5(23.8) 0.021
FA/flutter auricular, [n(%)]
Ritmo ECG, [n(%)]
Ritmo sinusal 35 (79.5) 23 (100.0) 13 (61.9)
FA/Flutter auricular 2 (4.5) 0(0.0) 2 (9.5) 0.010
Ritmo de MP 6 (11.4) 0 (0.0) 6 (28.6)
Intervalo PR (ms) 125 (120-160) 122 (120-146) 145 (120-168) 0.108
Intervalo QRS (ms) 95.3+27.1 77.7+20.1 110.6+23.2 <0.001
Intervalo QTc (ms) 404.0(381.5- 395.0(370.0- 411.0(391.5- 0.154
434.0) 416.0) 462.5)
Criterio HVI en ECG, [n(%)] 11 (25.0) 0(0.0) 11 (52.4) p<0.001
Marcapasos, [n(%)] 5(11.4) 0 (0.0) 5(23.8) 0.019
DAI, [n(%)] 3(6.8) 0 (0.0) 3 (14.3) 0.100

Tabla 8. Datos de afectacion cardiaca en la poblacion incluida. Las magnitudes expresan el nimero de
pacientes y el porcentaje respecto al total de los pacientes con datos en cada variable, media y desviacion
estandar, o la mediana y rango intercuartilico segun corresponda. *Nivel de significacion estadistica de la
comparacion entre los subgrupos con y sin afectacion cardiaca.c Se excluyeron en este caso los pacientes
que presentaban alteraciones en la conduccion intraventricular. DAI: desfibrilador automatico implantable;
ECG: electrocardiograma; EF: enfermedad de Fabry; FA: fibrilaciéon auricular; HVI: hipertrofia ventriculo
izquierdo; QTc: QT corregido; RM: resonancia magnética; RTG: realce tardio con gadolinio.

El 66.7% de los pacientes con afectacion cardiaca no presentaba alteraciones
de la conduccion auriculo ventricular. Entre ellos se objetivd un paciente con
bloqueo auriculoventricular de primer grado, otro con un bloqueo
auriculoventricular de segundo grado tipo | y otro de tipo Il, asi como un paciente
con un bloqueo de tercer grado (4.8% en cada caso). Respecto a las alteraciones
en la conduccion intraventricular de los pacientes con afectacién cardiaca, 4
pacientes (19.1%) presentaban un BCRIHH, 2 (9.5%) BCRDHH y 3 (14.3%) un
bloqueo avanzado con BCRDHH y HBAI. En el subgrupo sin afectaciéon cardiaca
no hubo ningun paciente con alteracion a nivel de la conduccion
auriculoventricular ni intraventricular debido a los propios criterios de division en

subgrupos. 5 pacientes (11.4%), todos ellos con afectacién cardiaca, eran
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portadores de marcapasos y 3 pacientes (14.30%) lo eran de desfibrilador
automatico implantable (DAI), también siendo estos ultimos pacientes con
afectacion. Dos de los DAI se implantaron como prevencion primaria en
pacientes con diagndéstico de miocardiopatia hipertrofica con factores de riesgo
de muerte subita previo al diagndstico de EF y el otro era un DAI implantado

como prevencidn primaria por disfuncion sistdlica severa.

5.3 Datos ecocardiograficos convencionales

EF sin HVI ni| EF con HVI ylo | p*

alteraciones ECG alteraciones ECG

N=23 N=21
Septo (mm) 9.141.7 15.7£2.3 <0.001
Pared posterior (mm) | 9.2+ 1.4 149+26 <0.001
Grosor maximo (mm) | 9.6 (9.0-11.0) 16.4 (15.0-18.0) <0.001
DTDVI (mm) 43.0 (41.0-52.0) 42.5 (41.0-53.0) 0.766
DTSVI (mm) 27.0 (24.0-32.0) 29.5 (26.0-36.0) 0.348
Masa VI (g) 116.1 £ 39.9 280.5+90.2 <0.001
I.Masa VI (g/m2) 63.8 £22.9 148.6 + 48.1 <0.001
VTDi (ml/m2) 45.7 + 8.5 542 +12.2 0.021
VTSi (ml/m2) 17.2+ 7.0 20.0+9.3 0.298
FEVI (%) 66.1+6.5 62.2+11.9 0.195
Diametro Al (mm) 30.2+47 38.4+52 <0.001
TAPSE (mm) 243+3.3 23.0+3.7 0.413
E (cm/s) 0.90 +0.20 0.70 £ 0.10 <0.001
A (cm/s) 0.60 + 0.20 0.70+0.20 0.442
E/A 1.51 (1.21-2.07) 0.96 (0.89-1.29) 0.003
E/e' septal 10.70 + 3.70 13.90 +4.10 0.042
E/e' lateral 8.60 £3.20 11.30 £ 4.40 0.067
TDE (ms) 188.0 + 37.8 229.6 +43.5 0.005

Tabla 9. Caracteristicas ecocardiograficas de la poblacién incluida. Las magnitudes expresan la media y
desviacién estandar, o la mediana y rango intercuartilico segun corresponda. *Nivel de significacion estadistica de la
comparacioén entre los subgrupos con y sin afectacion cardiaca. A: velocidad maxima de la onda telediastolica del flujo
de llenado transmitral; Al: auricula izquierda; E: velocidad maxima de la onda protodiastélica del flujo de llenado
transmitral; ECG: electrocardiograma; DTDVI: didametro telediastélico del ventriculo izquierdo; DTSVI: diametro
telesistélico del ventriculo izquierdo; EF: enfermedad de Fabry; FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo; HVI:
hipertrofia ventricular izquierda; I. Masa VI: indice de masa del ventriculo izquierdo; TAPSE: tricupid annulus plane
systolic excursion; TDE: tiempo de desaceleracion de la onda E; VI: ventriculo izquierdo; VTDi: volumen telediastolico

indexado; VTSi: volumen telesistolico indexado.
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En el grupo de pacientes con afectacion cardiaca, el 85.7% (18 pacientes)
presentaban una HVI concéntrica, el 14.3% (3 pacientes) presentaban una HVI
de predominio septal y ningun paciente presento hipertrofia de predominio apical.
Solo 4 pacientes (9% de la cohorte), tuvieron una FEVI deprimida, 3 de ellos
entre el 40 y 50% y uno de ellos menor del 35%. Los datos del estudio
ecocardiografico, en funcién de la existencia o no de afectacion cardiaca, se

resumen en la tabla 9.

Los pacientes con afectacion cardiaca presentaron un mayor grosor del septo
interventricular, pared posterior y grosor parietal maximo respecto al grupo sin
afectacion cardiaca, asi como un mayor indice de masa ventricular izquierda
(148.6 £ 48.1 vs. 63.8 £ 22.9 g/m2; p<0.001), diferencias que se mantenian
estadisticamente significativas al analizar por sexos. No se encontraron
diferencias en cuanto a los diametros del VI ni tampoco en el volumen
telediastolico (VTD) indexado, encontrandose en el volumen telesistolico (VTS)
diferencias que no eran significativas al analizar estos resultados por sexos (VTD
indexado en varones 57.1 + 11.3 vs. 45.7 + 8.4 ml/m2; p=0.118 y en mujeres
45.1+ 10.8 vs. 45.6+£8.9 ml/m2; p=0.908; VTS indexado en varones 20.9+8.9 vs.
17.5+11.2 ml/m2; p=0.52 y en mujeres 17.1+7.7 vs 17.4£11.2 ml/m2; p=0.949).
En cuanto al tamano de la auricula izquierda, los pacientes afectados tenian un
mayor diametro anteroposterior (38.4+5.2 vs. 30.2+4.7 mm; p<0.001). No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos en la funcién
sistélica de ambos ventriculos (FEVI 62.2+11.9 vs. 66.1+6.5%); p=0.195y TAPSE
23.0+3.7 vs. 24.3+3.3 mm; p=0.413).

En relacion con el patrén Doppler de llenado transmitral, se observd una
menor velocidad maxima de la onda E en el grupo con afectacion cardiaca
(0.70£0.10 vs. 0.90+0.20; p<0.001), diferencias que no fueron significativas al
analizar la onda A (0.70+0.20 vs, 0.60+0.20; p=0.442). Respecto a la relacidon
E/A si se encontraron diferencias estadisticamente significativas, siendo dicha
relacion menor en el grupo con afectacion (1.51 vs. 0.96; p=0.003) y también el
tiempo de desaceleracion de la onda E (TDE) fue mas largo de forma
estadisticamente significativa en el grupo con afectacidén cardiaca (229.6+43.5
vs. 188.0+37.8; p=0.005).
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Solo 4 pacientes presentaron algun tipo de valvulopatia significativa en el
grupo con afectacion cardiaca: 3 presentaron una insuficiencia aortica moderada
y uno una insuficiencia mitral moderada. En el caso de los pacientes sin

afectacion cardiaca, ninguno presento una valvulopatia significativa.

Respecto al estudio con RM cardiaca, ésta se realizO en un porcentaje
pequefio de pacientes (22.8%). Todos ellos, ademas, eran pacientes
pertenecientes al grupo con afectacion cardiaca, presentando el 47.6% de los
casos realce tardio tras la administracion de gadolinio.

5.4 Valores de biomarcadores en EF: Analisis de las concentraciones de
los diferentes biomarcadores en pacientes con EF con y sin afectacion
cardiaca:

Los datos de las concentraciones de los biomarcadores analizados se

exponen a continuacion en la tabla 10.
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Biomarcador EF sin HVI ni | Grupo control EF con HVI ylo | Grupo control sano | p* p** p***
alteraciones ECG sano 1 alteraciones ECG 2
N=23 N=27 N=21 N=46
hs-TnT 4.5 (3.3-7.0) 4.7 (3.6-7.6) 25.3 (12.3-62.1) 5.9 (4.0-8.2) 0.516 <0.001 <0.001
(ng/L)
NT-proBNP 50.2 (28.3-90.1) 31.7 (19.6-54.9) 1056.0 (69.4-2922.5) 33.8 (19.8-61.9) 0.089 <0.001 <0.001
(pg/mL)
Galectina-3 11.242.7 9.6+1.8 16.646.3 10.9+2.5 0.018 0.002 0.004
(ng/mL)
IL-6 1.5 (1.5-1.5) 1.5 (1.5-1.5) 1.5 (1.5-2.6) 1.5 (1.5-1.5) 0.036 0.001 0.006
(pg/mL)
BTP 0.62 (0.56-0.68) 0.51 (0.47-0.53) 0.83 (0.64-1.2) 0.52 (0.48-0.57) <0.001 <0.001 0.001
(mg/L)

Tabla 10. Analisis comparativo de los valores de los biomarcadores entre los pacientes con y sin afectacion cardiaca y grupos control. Las magnitudes expresan la
media y desviacién estandar, o la mediana y rango intercuartilico segun corresponda. p*: Nivel de significacion estadistica de la comparacion entre el grupo con EF sin afectaciéon
cardiaca y su grupo control. p**: Nivel de significacion estadistica de comparacion entre el grupo con EF con afectacion cardiaca y su grupo control. p***: Nivel de significacion
estadistica de comparacion entre el grupo con EF con afectacién cardiaca y sin ella. BTP: proteina B-traza; ECG: electrocardiograma; EF: enfermedad de Fabry; hs-TnT:

troponina T ultrasensible; HVI: hipertrofia ventriculo izquierdo; NT-proBNP: fragmento amino terminal del propéptido natriurético tipo B; IL-6: interleucina 6
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5.4.1 Valores de troponina T ultrasensible

Los pacientes con EF sin afectacion cardiaca presentaron valores de hs-TnT
similares a los sujetos control (4.5 ng/L [3.3-7.0 ng/L] vs. 4.7 ng/L [3.6-7.6 ng/L];
p=0.516) (tabla 10). Sin embargo, dichos valores si eran superiores al grupo
control en el caso de los pacientes con EF y afectacion cardiaca (25.3 ng/L [12.3-
62.1 ng/L] vs. 5.9 ng/L [4.0-8.2 ng/L]; p<0.001). Al comparar los pacientes con
diagnostico de EF, el grupo con afectacion cardiaca también presentaba
mayores concentraciones que el grupo sin dicha afectacién (25.3 ng/L [12.3-62.1
ng/L] vs. 4.5 ng/L [3.3-7.0 ng/L]; p<0.001) (figura 22 y tabla 10).
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Figura 22. Concentracién de hs-TnT en pacientes con EF con y sin afectacién cardiaca, asi como en

controles sanos.
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5.4.2 Valores de NT-proBNP

Los pacientes con EF sin afectacién cardiaca mostraron concentraciones de
NT-proBNP con una tendencia claramente superior al grupo control, pero estas
diferencias no llegaron a mostrar significacion estadistica, unicamente una
tendencia (50.2 pg/mL [28.3-90.1 pg/mL] vs. 31.7 pg/mL [19.6-54.9 pg/mL];
p=0.089). Sin embargo, estos valores si eran muy superiores al grupo control en
el caso de los pacientes con EF y afectacién cardiaca (1056.0 pg/mL [69.4-
2922.5 pg/mL] vs. 33.8 pg/mL [19.8-61.9 pg/mL]; p<0.001). Al comparar los
pacientes con diagnodstico de EF, el grupo con afectacién cardiaca también
presentaba unos valores muy superiores al grupo sin dicha afectacion (1056.0
pg/mL [69.4-2922.5 pg/mL] vs. 50.2 pg/mL [28.3-90.1 pg/mL]; p<0.001) (figura
23 y tabla 10).
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Figura 23. Concentracion de NT-proBNP en pacientes con EF con y sin afectacion cardiaca, asi como

en controles sanos.
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5.4.3 Valores de Galectina-3

Al analizar el biomarcador Gal-3 las diferencias en los valores entre todos los
grupos fueron estadisticamente significativas. Asi los pacientes con EF sin y con
afectacion cardiaca presentaron mayor concentracion de Gal-3 que el grupo
control (11.2£2.7 vs. 9.6+1.8 ng/mL; p=0.018 y 16.6+6.3 vs. 10.9+2.5 ng/mL;
p=0.002 respectivamente), siendo también superior en los pacientes con EF y
afectacion cardiaca que en los no afectados (16.6+6.3 vs. 11.2+2.7 ng/mL;
p=0.004) (figura 24 y tabla 10.
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Figura 24. Concentraciéon de Gal-3 en pacientes con EF con y sin afectacién cardiaca, asi como en

controles sanos.
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5.4.4 Valores de interleucina-6

Al analizar el biomarcador IL-6 las diferencias en los valores entre todos los
grupos fueron estadisticamente significativas. Tanto las concentraciones como
las asociaciones de ellas derivadas con el presente biomarcador han de tomarse
con cautela, pues la mayoria de los pacientes no alcanzaban el limite inferior de
deteccion del kit, 1.5 pg/mL, unicamente algunos pacientes en el subgrupo con
afectacion cardiaca presentaron concentraciones superiores al limite inferior.
Aunque las diferencias fueron estadisticamente significativas entre los diferentes
subgrupos, asi como respecto al grupo control, no podemos asegurar que dichas
diferencias realmente existan por lo previamente expuesto. Los pacientes con
EF sin afectacion cardiaca presentaron concentraciones similares al grupo
control (1.5 pg/mL (1.5-1.5 pg/mL)), siendo dicha concentracion superior
unicamente en el grupo con EF y afectacion cardiaca (1.5 pg/mL (1.5-2.6
pg/mL)). Las diferencias entre todos los grupos resultaron estadisticamente
significativas (todas las p=0.001) (figura 25 y tabla 10).
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Figura 25. Concentracion de IL-6 en pacientes con EF con y sin afectacién cardiaca, asi como en

controles sanos.
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5.4.5 Valores de proteina beta traza

También en el caso de la BTP las diferencias en los valores entre todos los
grupos fueron estadisticamente significativas. Asi los pacientes con EF sin y con
afectacién cardiaca mostraron concentraciones de BTP superiores a su
respectivo grupo control (0.62 mg/L [0.56-0.68 mg/L] vs. 0.51 mg/L [0.47-0.53
mg/L]; p<0.001 y 0.83 mg/L [0.64-1.20 mg/L] vs. 0.52 mg/L [0.48-0.57 mg/L];
p<0.001, respectivamente). Estos valores también fueron superiores en los
pacientes con EF y afectacion cardiaca que en los que no la tenian (0.83 mg/L
[0.64-1.2 mg/L] vs. 0.62 mg/L [0.56-0.68 mg/L]; p=0.001) (figura 26 y tabla 10).
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Figura 26. Concentracion de BTP en pacientes con EF con y sin afectacion cardiaca, asi como en

controles sanos.
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5.5 Valores de biomarcadores en EF: Analisis de correlacion entre los
biomarcadores con diferentes parametros clinicos y ecocardiograficos

Dentro de los objetivos del trabajo, se investigo la correlacion existente entre
la concentracion de los biomarcadores y distintas variables clinicas y
ecocardiograficas mediante el analisis de correlacion bivariada. Los resultados

se muestran a continuacion en la tabla 11.

En el analisis, se observo una correlacion positiva fuerte entre la NYHA vy los
biomarcadores Gal-3 (r=0.50; p=0.001), NT-proBNP (r=0.53; p<0.001), hsTnT
(r=0.55; p<0.001) y BTP (r=0.50; p<0.001), siendo esta correlacién moderada en
el caso de la IL-6 (r=0.40; p=0.010).

Al analizar los datos ecocardiograficos, se observé una correlacion positiva
fuerte entre el espesor maximo del VI y los valores de hs-TnT (r=0.75; p<0.001)
y los de BTP (r=0.52; p=0.001), siendo moderada con el resto de biomarcadores.
Al correlacionar dichos valores con el indice de masa del VI, se observé una
fuerte correlacidon positiva con la concentracion de Gal-3 (p=0.86; p<0.001), la
de IL-6 (r=0.57; p<0.001) y la de BTP (r=0.51; p=0.002). Dicha correlacion fue
moderada o leve en el caso del NT-proBNP y de la hs TnT. No se encontrd
ninguna correlacion estadisticamente significativa entre la FEVI y los diferentes

biomarcadores.

Se encontro una correlacion negativa fuerte entre la tasa de filtrado glomerular
y los valores de los biomarcadores Gal-3, NT-proBNP y hsTnT (r=-0.57, -0.67 y
-0.64; p=0.002, p<0.001 y p<0.001 respectivamente). Esta correlacion resultd
moderada en el caso del BTP (r=0.44; p=0.025) y no se encontrd ninguna
correlacion estadisticamente significativa con los valores de IL-6.

Tomando todos estos datos en conjunto, el biomarcador que mejor se
comport6 fue la Gal-3, que se correlacion6 con todas las variables menos con la
FEVI.

Ademas, todos los biomarcadores, se correlacionaron entre si a excepcion del

BTP y la IL-6, que unicamente mostraron una tendencia (p=0.074).
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r,p rLp r,p r,p r,p

Gal-3 NT-proBNP hs-TnT IL-6 BTP
NYHA 0.50, 0.001 0.53,<0.001 0.55,<0.001 0.40, 0.010 0.50, 0.001
HVI 0.53,<0.001 0.61,<0.001 0.75,<0.001 0.41, 0.008 0.40, 0.010
Grosor 0.32, 0.047 0.49, 0.001 0.61, <0.001 0.43, 0.006 0.52, 0.001
maximo (mm)
I.Masa VI 0.86, <0.001 0.39, 0.019 0.25, 0.127 0.57,<0.001 0.51, 0.002
(g/m2)
FEVI (%) -0.26, 0.111 -0.09, 0.588 -0.29,0.064  -0.06,0.705 -0.16, 0.328
TAPSE (mm) -0.50,0.019  -0.12,0.558 -0.21,0.318  -0.25,0.260  -0.13, 0.558
TFG -0.57,0.002 -0.67,<0.001 -0.64,<0.001 -0.24,0.245 -0.44,0.025
(ml/m/1.73m2)
Gal-3
NT-proBNP 0.43, 0.004
hs-TnT 0.75,<0.001 0.64, <0.001
IL-6 0.38, 0.015 0.52, 0.001 0.40, 0.010
BTP 0.62, <0.001 0.33, 0.037 0.54,<0.001 0.29,0.074

Tabla 11. Analisis de correlacion entre los valores de los biomarcadores con diferentes parametros
clinicos y ecocardiograficos. r= coeficiente de correlacion de Spearman; FEVI: fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo; HVI: hipertrofia ventricular izquierda; NYHA: New York Heart Association; TAPSE:

desplazamiento sistolico del anillo tricuspide; TFG: tasa de filirado glomerular.
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5.6 Valores de biomarcadores en EF: Asociacidon con parametros clinicos
y ecocardiograficos

Posteriormente realizamos un analisis de regresion multiple para identificar
aquellos factores clinicos o demograficos asociados de manera independiente
con los valores de los diferentes biomarcadores. Se realizé un analisis univariado
en primer lugar para identificar las variables que se asociaban con un incremento
de los valores de los diferentes biomarcadores y que se incluirian posteriormente
en dicho analisis multivariado. Los resultados para los diferentes biomarcadores
se muestran en las tablas 12-16.
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5.6.1 Valores de troponina T ultrasensible

En el analisis univariado se objetivdo que las concentracidnes de hs-TnT se
asociaban con la edad, el sexo, la clase funcional evaluada mediante la escala
NYHA y la funcion renal, pero no con variables ecocardiograficas relacionadas
con la funcion diastolica del VI como el diametro de la Al o la relacién E/E’
promediada ni con el TSE. Al realizar el analisis multivariado con regresion lineal
se evidencio que los valores de hs-TnT se asocian de manera independiente con
el sexo (p=0.005) y con la TFG (p=0.001), no asi con el resto de variables
analizadas como la edad, la clase funcional, el diamero de la Al y el valor del E/e’
promediado ni con el TSE (tabla 12).

Univariado

B (IC 95%); p

Multivariado

B (IC 95%); p

Edad (afios)

Sexo

TFG (ml/m/1.73m2)
NYHA

Diametro Al (mm)
E/e' promediado

TSE

0.79 (0.25-1.33); 0.005
-26.77 (-44.19-9.74); 0.003
-0.51 (0.67-0.35); <0.001
28.36 (14.80-41.87); <0.001
0.36 (-0.67-1.39); 0.482
-0.79 (-3.33-1.75); 0.531

19.45 (1.25-37.66); 0.037

0.22 (-0.31-0.74); 0.411
-24.26 (-40.50- -8.01); 0.005
-0.37 (-0.58- -0.17); 0.001

7.29 (-5.44- 20.02); 0.253

-5.00 (-20.87- 10.87); 0.526

Tabla 12. Asociaciéon de la concentraciéon de hs-TnT en relacion con diferentes parametros clinicos
y ecocardiograficos. Analisis regresion lineal uni y multivariado entre los valores de hs-TnT y parametros
clinicos y ecocardiograficos. B (IC95%): Coeficiente B e intervalo de confianza al 95%. Al: auricula
izquierda; E/e": ratio entre el flujo transmitral protodiastélico (E) y el pico precoz de velocidad con Dopple
tisular (e'); NYHA: New York Heart Association; TFG: tasa de filtrado glomerular; TSE: tratamiento sustitutivo

enzimatico.
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5.6.2 Valores de NT-proBNP

En el caso del NT-proBNP las variables que se asociaron en el analisis
univariado fueron la TFG, la clase funcional y el TSE, asi como el diametro de la
Al. Al realizar el analisis multivariado con regresion lineal se objetivd que los
valores de NT-proBNP se asocian de manera independiente con la NYHA
(p<0.001) y con el diametro de la Al (p=0.032), no asi con el resto de variables
analizadas como la edad, el sexo, la TFG, el valor del E/e' promediado ni con el
TSE (tabla 13).

Univariado Multivariado
B (IC 95%); p B (IC 95%); p
Edad (afios) 38.00 (-0.76- 82.77); 0.094 -11.68 (-56.34- 32.99); 0.598
Sexo -1399.80 (-2830.65- 35.05); 0.056 -231.96 (-1548.76- 1084.84);
0.722
TFG (ml/m/1.73m2) -29.70 (-44.70- -14.71); <0.001 -12.99 (-29.66- 3.66); 0.122
NYHA 2999.83 (2158.91- 3840.74); 2107.89 (1032.71- 3183.07);
<0.001 <0.001
Diametro Al (mm) 133.46 (59.27- 257.67); 0.001 74.95 (6.73- 143.17); 0.032
El/e' promediado -103.59 (-502.70- 95.52); 0.297
TSE 1545.85 (128.21- 2963.49); 0.033  17.35 (-1365.30- 1399.99); 0.980

Tabla 13. Asociacion de la concentrcion de NT-proBNP en relacion con diferentes parametros
clinicos y ecocardiograficos. Analisis regresion lineal uni y multivariado entre los niveles de NT-proBNP
y parametros clinicos y ecocardiograficos. B (IC95%): Coeficiente B e intervalo de confianza al 95%. Al:
auricula izquierda; E/e": ratio entre el flujo transmitral protodiastélico (E) y el pico precoz de velocidad con
Dopple tisular (e'); NYHA: New York Heart Association; TFG: tasa de filtrado glomerular; TSE: tratamiento

sustitutivo enzimatico.
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5.6.3 Valores de Galectina-3

Las concentraciones de Gal-3 se asociaron con casi todas las variables
analizadas (edad, sexo, TFG, clase funcional NYHA, diametro de la Al y TSE),
no asi con la relacion E/E’. Al realizar el analisis multivariado con regresion lineal
se objetivo que los valores de Gal-3 se asocian de manera independiente con el
sexo (p<0.030), la TFG (p=0.007), la NYHA (p=0.038), no asi con el resto de
variables analizadas como la edad, el diametro de la Al, el valor del E/e'
promediado ni con el TSE (tabla 14).

Univariado

OR (IC 95%)

Multivariado

OR (IC 95%)

Edad (afios)

Sexo

TFG (ml/m/1.73m2)
NYHA

Diametro Al (mm)
El/e' promediado

TSE

0.17 (0.04- -0.23); 0.006

-3.77 (-6.96- -0.58); 0.002

-0.09 (-0.13- -0.56); <0.001
6.55 (2.86- 10.24) 0.001
0.43 (0.19- 0.67) 0.001
0.28 (0.22- 0.77) 0.262

3.65 (0.45- 6.85) 0.027

0.06 (-0.05- 0.16); 0.287

-3.92 (-7.44- -0.40); 0.030
-0.06(-0.11- -0.02); 0.007
3.73 (0.22- 7.24); 0.038

0.10 (-0.19- 0.38); 0.485

-2.45 (-5.88- 0.98); 0.155

Tabla 14. Asociacién de la concentracion de Gal-3 en relacion con diferentes parametros clinicos y
ecocardiograficos. Analisis regresion lineal uni y multivariado entre los niveles de Gal-3 y parametros
clinicos y ecocardiograficos. B (IC95%): Coeficiente B e intervalo de confianza al 95%. Al: auricula
izquierda; E/e": ratio entre el flujo transmitral protodiastélico (E) y el pico precoz de velocidad con Dopple
tisular (e'); NYHA: New York Heart Association; TFG: tasa de filtrado glomerular; TSE: tratamiento sustitutivo

enzimatico.

125



Resultados

5.6.4 Valores de interleucina-6

Tal y como ya se ha comentado previamente, todas las asociaciones
derivadas con el presente biomarcador han de tomarse con cautela, pues la
mayoria de los pacientes no alcanzaban el limite inferior de deteccion del kit. No
obstante, se encontré asociacidon con la edad y la TFG. Al realizar el analisis
multivariado con regresion lineal se objetivé que los valores de IL-6 no se
asociaban independientemente con ninguna de las variables analizadas (tabla
15).

Univariado Multivariado
B (IC 95%); p B (IC 95%): p
Edad (afios) 0.02(0.00- 0.03); 0.001 0.01 (-0.01- 0.02); 0.278
Sexo 0.04(-0.39- 0.48); 0.836
TFG (ml/m/1.73m2) -0.01( -0.01- 0.00); 0.092 0.00 (-0.01- 0.01); 0.647
NYHA 0.38 (-0.15- 0.90); 0.153
Diametro Al (mm) 0.02 (-0.01- 0.05); 0.137 0.01 (-0.02- 0.05); 0.452
E/e' promediado 0.02 (-0.05- 0.09); 0.592
TSE -0.07 (-0.50- 0.36); 0.730

Tabla 15. Asociacion de la concentraciéon de IL-6 en relacion con diferentes parametros clinicos y
ecocardiograficos. Analisis regresion lineal uni y multivariado entre los niveles de IL-6 y parametros
clinicos y ecocardiograficos. B (IC95%): Coeficiente B e intervalo de confianza al 95%. Al: auricula
izquierda; E/e'": ratio entre el flujo transmitral protodiastélico (E) y el pico precoz de velocidad con Dopple
tisular (e'); NYHA: New York Heart Association; TFG: tasa de filtrado glomerular; TSE: tratamiento sustitutivo

enzimatico.
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5.6.5 Valores de proteina beta traza

Por ultimo, en el caso de las concentraciones de BTP, se objetivo en el analisis
univariado asociacion con el sexo, la TFG y el TSE. Al realizar el analisis
multivariado con regresion lineal se objetivd que los valores de BTP se asocian
de forma independiente con el sexo (p=0.027), y con la TFG (p=0.002), no asi
con el resto de variables analizadas (tabla 16).

Univariado

B (IC 95%); p

Multivariado

B (IC 95%); p

Edad (afios)

Sexo

TFG (ml/m/1.73m2)
NYHA

Diametro Al (mm)
El/e' promediado

TSE

0.01 (-0.00- 0.01); 0.292
-0.38 (-0.66- -0.08); 0.012
-0.01 (-0.01- -0.00); 0.001

0.29 (-0.09- 0.67); 0.124

0.02 (-0.01- 0.05); 0.140

0.03 (-0.03- 0.08); 0.308

-0.33 (0.04- 0.063); 0.027

-0.45 (-0.84- -0.05); 0.027
-0.01( -0.01--0.00); 0.002
0.04 (-0.35- 0.43); 0.840

-0.02 (-0.05- 0.01); 0.245

0.01 (-0.37- -0.40); 0.941

Tabla 16. Asociacion de la concentracion de BTP en relacion con diferentes parametros clinicos y
ecocardiograficos. Analisis regresion lineal uni y multivariado entre los niveles de BTP y parametros
clinicos y ecocardiograficos. B (IC95%): Coeficiente B e intervalo de confianza al 95%. Al: auricula
izquierda; E/e": ratio entre el flujo transmitral protodiastélico (E) y el pico precoz de velocidad con Dopple
tisular (e'); NYHA: New York Heart Association; TFG: tasa de filtrado glomerular; TSE: tratamiento sustitutivo

enzimatico.

127



Resultados

5.7 Construccién de curvas ROC y analisis de areas bajo la curva

Por ultimo, dado que la escala MSSI ha sido validada en los ultimos afios
como una herramienta util a la hora de la evaluacion del paciente con EF tal y
como se ha comentado previamente, nos propusimos estudiar la evolucion de
las concentraciones de los biomarcadores en funcion de la afectacion organica.
Para ello, clasificamos a los pacientes en dos categorias en funcion de la
puntuacion global (puntuacion mayor o menor a 20 puntos) (1). Como se muestra
en la figura 27, las concentraciones de hs-TnT, NT-proBNP y Gal-3 resultaron
significativamente superiores en los pacientes con una puntuacién MSSI mayor
a 20 puntos (p=0.005, p=0.003 y p=0.005, respectivamente), mientras que las
concentraciones de IL-6 y BTP solamente mostraron una tendencia estadistica
(p=0.112 y p=0.065, respectivamente).
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Figura 27. Concentracion de los biomarcadores segun la puntuacion en la escala MSSI global (Mainz
Severity Score Index). (A) hs-TnT, (B) NT-proBNP, (C) Gal-3, (D) IL-6, (E) BTP.
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Para estudiar la validez interna y la capacidad diagnostica de los diferentes
biomarcadores en la deteccion precoz de afectacion clinica por EF realizé un
estudio de la sensibilidad, especificidad y de la relacion entre afectacidén medida
por la escala MSSl y el punto de corte seleccionado a través de la representacion
grafica de la curva ROC (receiver operating characteristics) y el area bajo la
curva (AUC). Como se ha explicado en materiales y métodos del presente trabajo
de Tesis Doctoral, esta escala se emplea en la evaluacién habitual del paciente
con EF y ha sido validada en diferentes estudios (37).

El resultado de AUC e IC 95% para la hs-TnT fue de 0.97 (IC 95% 0.91-1.00),
para el NT-proBNP de 0.96 (IC 95% 0.91-1.00), para la Gal-3 de 0.88 (IC 95%
0.70-1.00), para la IL-6 de 0.77 (IC 95% 0.56-0.98) y para el BTP de 0.85 (IC
95% 0.69-1.00), todas ellas significativas (p<0.05) (figura 28).

130



Resultados

10 o
081 0,84
o 067 5. 05|
: 5
H H
c c
@ 3
» »
04 04
02 02
AUC 0.97 (0.91-1.00) p=0.029 AUC 0.96 (0.91-1.00) p<0.001
0.0 U T T T T iy T U T T T T
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 1,0
1 - Specificity 1 - Specificity
10 / 10
087 08
2 o] 2 057
£ =
kS £=
12 n
H < )
0,4 g 0,4-
0,24 0,21
AUC 0.8 (0.70-1.00) p=0.002 AUC,0:77 (0.56-0.98) p=0.029
o) f T T T T T Y T T T T T T
00 02 04 06 08 10 00 0.2 04 08 08 1.0
1 - Specificity 1 - Specificity
1,0
08
o, 06
2
=
I
c
o
n
04
0,2
AUC 0.85 (0.69-1.00) p=0.004
0.0 U T T T T T
00 02 04 06 08 1,0

1 - Specificity

Figura 28. Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para la valoracion de las
concentraciones de los diferentes biomarcadores en relacion con la afectaciéon organica evaluada
mediante la escala MSSI global. AUC: area under curve. (A) hs-TnT, (B) NT-proBNP, (C) Gal-3, (D) IL-
6, (E) BTP.
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5.8 Seleccion de puntos de corte para afectacién clinica con mejor
sensibilidad y especificidad. Analisis de asociacion con afectacion

cardiaca en nuestra cohorte

En la tabla 17 se recoge la sensibilidad y especificidad para los puntos de
corte Optimos obtenidos de cada uno de los biomarcadores en las curvas ROC
anteriores atendiendo al grado de afectacidin con la escala MSSI. Nosotros
encontramos para la hs-TnT un punto de corte de 12.42 pg/mL mostrando una
sensibilidad del 1.00 y una especificidad de 0.82. Para las concentraciones de
NT-proBNP, el mejor punto de corte seleccionado restulté ser 206.4 pg/mL, con
una sensibilidad de 1.00 y una especificidad de 0.88 respectivamente. Cuando
el analisis se realiz6 para las concentraciones de Gal-3, el punto de corte de 9.5
ng/mL mostr6 una sensibilidad también de 1.00 y una especificidad
sensiblemente inferior a los otros dos biomarcadores, de 0.70. En las curvas
ROC para el BTP, el mejor punto de corte fue la concentracion de 0.81 mg/L,
con un rendimiento global ligeramente inferior a los biomarcadores previamente
descritos (sensibilidad 0.86, especificidad 0,88). Por ultimo, el punto de corte
para IL-6 de 1.57 pg/mL mostré una sensibilidad del 0.71 y una especificidad de
0.85.

A continuacion, se evalud la asociacion entre dichos puntos de corte de los
diferentes biomarcadores con la existencia de afectacion cardiaca evaluada
segun nuestros criterios diagndsticos y todos los biomarcadores a excepcion de
la Gal-3 se asociaron con dicha afectacion (tabla 17). La elevacion de la hs-TnT
por encima del punto de corte de 12.42 pg/mL se asociaria a la existencia
afectacién cardiaca presentando los pacientes con elevacion por encima de
dicho umbral una probabilidad muy elevada de presentar dicha afectacion con
una OR de 198.00 (IC95%;p:16.58-2369.88;p<0.001). En el caso del NT-proBNP
también objetivamos una asociacion significativa, mostrando una OR de 40.86
(1C95%:;p:4.51-370.44;p=0.001). La OR en el caso de la BTP fue menor, de 24.75
(1C95%:;p:2.69-227.61;p=0.005). No se encontrd asociacion con el biomarcador
Gal-3 (OR (IC95%);p: 2.04(0.44-9.34);p=0.361) y si en el caso de la IL-6 (OR
(IC95%);p: 9.33 (1.65-52.92);p=0.012), siempre teniendo en cuenta las
limitaciones anteriormente descritas con este biomarcador. Ademas, la edad, el

sexo y la TFG también se asociaron con la afectacion.
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Por ultimo, realizamos un analisis multivariado que incluy6 a todos los
biomarcadores, la edad, el sexo y la TFG y de entre los diferentes
biomarcadores, unicamente la hs-TnT fue un predictor independiente de
afectacion cardiaca (OR (IC95%;p: 30.69 (2.10-348.42);p=0.006) de tener
alteraciones eléctricas y/o HVI). También el sexo se mostré como un predictor
independiente (OR (IC95%;p: 8.17(1.16-57.75);p=0.035) (tabla 17).

BIOMARCADOR: ANALISIS UNIVARIADO ANALISIS MULTIVARIADO

PUNTO DE CORTE; (modo condicional)

Sensibilidad, Especificidad OR (IC 95%);p OR (IC 95%);p

Gal-3:
2.04 (0.44-9.34); 0.361
9.5 ng/mL; 1.00, 0.70

NT-proBNP:
40.86 (4.51-370.44);0.001 3.93 (0.19-81.60);0.116

206.4 pg/mL; 1.00, 0.88

hs-TnT:

12.42 pg/mL,; 1.00, 0.82

198.00 (16.58-2364.88);
<0.001

30.69 (2.70-348.42);0.006

BTP:

0.81 mg/L; 0.86, 0.88

24.75 (2.69-227.61); 0.005

1.74 (0.11-27-24);0.597

IL-6:

1.57 pg/mL; 0.71, 0.85

9.33 (1.65-52.92); 0.012

3.76 (0.13-106.42);0.095

Edad (afios)

1.06 (1.04-1.11); 0.011

1.05(0.94-1.18);0.179

Sexo

7.08 (1.88-26.72); 0.004

8.17 (1.16-57.75);0.035

TFG (ml/m/1.73m2)

10.3 (1.01-1.06); 0.005

0.99 (0.95-1.05);0.454

Tabla 17. Parametros clinicos y bioquimicos asociados a la existencia de afectacion cardiaca.
Andlisis regresion logistica uni y multivariado para estudio de la asociacién entre afectacion cardiaca segun
los puntos de corte seleccionados para los diferentes biomarcadores segun las curvas ROC de afectacion
cardiaca que se muestran previamente en la figura 28, asi como segun difrentes parametros clinicos. Al:
auricula izquierda; E/e'": ratio entre el flujo transmitral protodiastélico (E) y el pico precoz de velocidad con
Dopple tisular (e'); NYHA: New York Heart Association; TFG: tasa de filtrado glomerular; TSE: tratamiento
sustitutivo enzimatico.
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5.9 Valores de biomarcadores en EF: Analisis de la asociaciéon de las
concentraciones de los diferentes biomarcadores en pacientes con EF
segun la afectacidon organica evaluada con la escala MSSI

Por ultimo, se investigd la asociacion de cada una de las diferentes
subescalas con las concentraciones de los diferentes biomarcadores (tabla 18).
Objetivamos una asociacion estadisticamente significativa entre las
concentraciones de hs-TnT y las puntuaciones de la escala MSSI general
(p<0.001), cardiovascular (p<0.001) y renal (p=0.001). Las concentraciones de
NT-proBNP se asociaron también con las mismas puntuaciones general,
cardiovascular y renal (p<0.001, 0.001 y 0.014, respectivamente). Las
concentraciones de Gal-3 y BTP lo hicieron con las subescalas cardiovascular y
renal (p<0.001 en todos los casos y p=0.001 para la asociacién entre BTP y

cardiovascular) y los de IL-6 con la cardiovascular (p=0.001) (tabla 18).
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Escalas MSSI Coeficiente B (IC 95%) p
hs-TnT

General 7.58 (3.99-11.17) <0.001
Neuroldgica 1.89 (-1.04-4.81) 0.200
Cardiovascular 3.05 (2.01-4.09) <0.001
Renal 2.68 (1.15-4.21) 0.001
NT-proBNP

General 823.82 (629.84-1037.81) <0.001
Neuroldgica 118.80 (-111.23-348.71) 0.303
Cardiovascular 170.82 (74.51-207.11) 0.001
Renal 161.73 (35.01-288.40) 0.014
Gal-3

General 0.98 (-0.41-2.67) 0.162
Neuroldgica -0.23 (-0.79-0.33) 0.406
Cardiovascular 0.51 (0.32-0.70) <0.001
Renal 0.58(0.34-0.82) <0.001
IL-6

General 0.05 (-0.13-0.23) 0.575
Neuroldgica -0.03 (-0.10-0.04) 0.402
Cardiovascular 0.04 (0.01-0.07) 0.011
Renal 0.03 (-0.01-0.06) 0.196
BTP

General 0.05 (-0.08-0.18) 0.436
Neuroldgica -0.02 (-0.05-0.05) 0.934
Cardiovascular 0.04(0.01-0.06) 0.001
Renal 0.06 (0.04-0.08) <0.001

Tabla 18. Andlisis de regresion lineal para estudiar la asociacion de las concentraciones de los

diferentes biomarcadores y la afectacion organica segun las diferentes escalas MSSI (Mainz Severity

Score Index).
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6. DISCUSION

El trabajo que hemos realizado se basa en un analisis de las concentraciones
plasmaticas de distintos biomarcadores implicados en diferentes vias
fisiopatoldgicas que juegan un papel relevante en la EF como son el dafo
miocardico (hs-TnT), el estrés miocardico (NT-proBNP), la fibrosis (Gal-3), la
inflamacion (IL-6) y el dafo renal (BTP) determinados en una poblacion de
pacientes con diagnostico genético de EF. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las concentraciones de los diferentes
biomarcadores entre los pacientes con afectacién cardiaca respecto a los que
no la presentaban. Interesantemente, en el caso de la Gal-3 y la BTP, las
concentraciones del grupo sin afectacion respecto a su grupo control, también
fueron superiores. Ademas, los biomarcadores se correlacionaron con diferentes
parametros clinicos y ecocardiograficos tales como la escala NYHA, el espesor
parietal y la masa ventricular, asi como con la funcion renal. Por ultimo,
seleccionamos un punto de corte 6ptimo para cada biomarcador en funcion del
grado de afectacion clinica evaluada mediante la puntuacion MSSI y después de
un analisis multivariado solamente la hs-TnT de entre los diferentes
biomarcadores analizados y el sexo varén se mostraron como predictores
independientes de afectacion cardiaca. A la luz de dichos hallazgos hemos
evidenciado que la Gal-3 y el BTP se asocian con la afectacién precoz por la EF,
mientras que la hs-TnT y el sexo son predictores independientes de afectacion
cardiaca clinica definida en nuestro trabajo como HVI y/o alteraciones
electrocardiograficas.

6.1 Analisis de la muestra de pacientes: Poblacion estudiada

En primer lugar, interesa analizar las caracteristicas de nuestra poblacion de
estudio. Se trata de una muestra de 44 pacientes con diagnostico genético de
EF con una media de edad de 45.9 afios en la que varones y mujeres estan bien
representados (46.7% y 53.3% respectivamente). Los pacientes del subgrupo
con afectacion cardiaca eran pacientes mayores (media de 52.2 afios), con un
predominio de varones (71.4%) y con una afectacion cardiaca y multisistémica
significativa evaluada mediante la puntuacion MSSI (MSSI global de 18.0). Por
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el contrario, los pacientes del subgrupo sin afectacién cardiaca eran pacientes
mas jovenes (media de 38.4 afos), predominantemente mujeres (73.9%) y con
escasa afectacion multisistémica, siendo la mayor parte de ellos pacientes
portadores de la mutacion asintomaticos diagnosticados a partir del estudio
familiar. Dichos hallazgos son acordes con la evolucion temporal de la EF
descrita en la introduccion, en la que el depdsito de Gb3 a nivel organico es
progresivo, estando descrito en la forma clasica de la enfermedad que casi todos
los varones una vez alcanzados los 40 afios y casi todas las mujeres mayores
de 50 afos presentan HVI en diferente grado. Dicha evolucion tipica de la EF
justificaria que nuestro grupo sin afectacion cardiaca sea un grupo mas joven y

con mayor porcentaje de mujeres que el grupo con dicha afectacion.

La edad de los pacientes en ambos subgrupos es similar a otros estudios
publicados en los que también se han analizado diferentes biomarcadores en
pacientes con EF. Estos estudios incluyeron pacientes con mayor severidad
tanto de afectacion cardiaca como multisistémica (126)(129)(148). Tampoco
existian diferencias significativas en la SC entre los hombres y las mujeres ni en

el porcentaje de hipertensos de ambos subgrupos.

En cuanto al sexo, la muestra es representativa y equitativa, con una
proporcion de varones y mujeres similar a las series publicadas (100)(126)(129),
con un mayor porcentaje de varones en el subgrupo con afectacion cardiaca tal
y como se ha comentado. No obstante, confirmamos en nuestra serie también
que las mujeres pueden expresar fenotipicamente la EF de forma similar al
varén, tal y como hemos valorado en nuestra muestra mediante las diferentes
escalas MSSI, con afectacion visceral en mayor o menor medida, de ahi que el
término "portadoras" deba ya a dia de hoy desecharse.

Un 52.3% de la poblacion total recibia TSE, un 85.7% de los pacientes con
afectacion cardiaca y tan solo un 21.74% de aquellos sin afectacion. En los
trabajos similares publicados en los que se reporta el porcentaje de pacientes
tratados, dicho porcentaje era superior, siendo en un trabajo publicado donde
estudian concentraciones de IL-6 el total de la muestra y en otro trabajo
publicado analizando NT-proBNP, el 83% de la muestra total (129)(148). Estos

hallazgos ponen de manifiesto que, si la TSE pudiese modificar los valores de
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algunos de los biomarcadores evaluados, en el subgrupo sin afectacion cardiaca
donde se presuponen unos valores menores, el poco porcentaje de TSE no seria
el causante de una concentracion menor. Ademas, nuestros resultados son
acordes a esta hipétesis, dado que en los analisis de asociacion multivariado de
factores que pueden elevar los biomarcadores, individualizados para cada uno
de ellos, no existe asociacion independiente significativa con el TSE.

La TFG en nuestra cohorte global fue de 93.7+38.3 ml/min/1.73 m?
ligeramente superior a la de los estudios con biomarcadores en la EF de
metodologia similar a la nuestra (87+27 ml/min/1.73 m? en el estudio de Coats
et al. (129) con NT-proBNP y de 83+23 ml/min/1.73 m? en el de Seydelman et al.
(100) con hs-TnT). En el subgrupo con afectacién cardiaca, el porcentaje de
pacientes con enfermedad renal definida segun las ultimas recomendaciones,
como FG<60 ml/min/1.73 m? o lesién renal, era superior al del subgrupo sin
afectacion (61.90% vs. 9.52%). Ademas la TFG era significativamente menor en
el subgrupo con afectacion cardiaca (74.5+36.1 vs. 112.1+£31.2), lo que podria
haber modificado las concentraciones de algunos de los biomarcadores segun
se constata en estudios previamente publicados (202). No obstante, en el
presente trabajo, los pacientes en hemodialisis fueron excluidos porque esta
demostrado que las concentraciones de algunos biomarcadores podrian
elevarse en los pacientes en hemodialisis (203). No en todos los estudios con
metodologia similar al nuestro se excluyeron los pacientes en hemodialisis (201),
aunque si era un criterio de exclusion en la mayoria de ellos (100)(126)(129).
Como se analizara mas pormenorizadamente con posterioridad, biomarcador a
biomarcador, en el analisis multivariado la TFG se asocid6 de manera
independiente a la elevacion de los biomarcadores hs-TnT, Gal-3 y BTP, no asi
con el resto (NT-proBNP e IL-6).

En cuanto a la metodologia, para la clasificacion de los pacientes, hemos
asumido que existia afectacion cardiaca cuando el paciente presenté HVI en el
ecocardiograma y/o alteraciones tipicas en el electrocardiograma. No existe a
dia de hoy una guia de consenso publicada sobre la miocardiopatia en la EF
donde se indique el punto de corte idoneo a la hora de la deteccion de la HVI,

como en el caso de otras miocardiopatias como la miocardiopatia hipertrofica,
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donde unos espesores mayores o iguales a 15 mm sin un factor causal o de 13
mm en familiares, serian diagndsticos de dicha entidad (199). De ahi, que en
linea con los estudios previos publicados asi como con los criterios de consenso
para el TSE en la EF, el criterio de HVI empleado fue la presencia de un grosor
parietal maximo del VI mayor o igual a 13 mm (125)(129)(166). En otros trabajos
en EF en los que se analizaban otros biomarcadores, el punto de corte empleado
para la definicion de HVI fueron los 12 mm (100) y otros autores incluyen también
como criterio alternativo el presentar una masa del VI indexada superior o igual
a 95 g/m? en mujeres o a 115 g/m? en varones (129). Empleando el punto de
corte de 12 mm podria haberse incluido a pacientes sin afectacion cardiaca por
EF, con grosores limite, de ahi que se eligiese el criterio recomendado en el
documento de consenso para el inicio de TSE publicado recientemente, tal y
como se ha comentado. En el caso del criterio de alteraciones
electrocardiograficas tipicas se eligid dicho criterio en linea con otros estudios
similares publicados al respecto (129). La existencia de alteraciones
electrocardiograficas son el segundo criterio recomendado como inicio del TSE,
pero en este caso solo reflejan como indicacion de inicio de TSE la existencia de
bradicardia sinusal, FA o alteraciones en la repolarizacion. Por tanto, decidimos
no emplear en nuestro trabajo unicamente estos criterios y ampliar el espectro
de las manifestaciones eléctricas consideradas anormales en los pacientes con
EF eligiendo como criterio de afectacion cardiaca ademas otras alteraciones
electrocardiograficas también tipicas tal y como se ha detallado en el apartado
de material y métodos. No obstante, un unico paciente de nuestra cohorte que
no cumplia el criterio de afectacion cardiaca por los grosores del VI se clasifico
como afectado por cumplir el criterio de alteraciones ECG, que en ese caso fue

un trastorno de la conduccién auriculo-ventricular avanzado.

Es importante remarcar que los pacientes con EF eran pacientes estables,
seleccionados en consultas de seguimiento habitual en sus consultas externas,
lo que evitaria una elevacion de las concentraciones de los biomarcadores

debidas a algun tipo de descompensacion aguda.
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6.2 Utilidad de los biomarcadores troponina T ultrasensible, NT-proBNP,
Galectina-3, Interleucina-6 y proteina beta traza en la enfermedad de Fabry

La eleccion de los diferentes biomarcadores se realizo en base a los estudios
previamente publicados tanto en EF como en otras patologias cardiacas, asi
como en la disponibilidad en la practica clinica habitual en el caso de la hs-TnT
y el NT-proBNP, con el fin de evaluar diferentes vias fisiopatoldgicas implicadas
en la afectacion cardiaca por la EF.

En cuanto a las concentraciones de los diferentes biomarcadores, nucleo de
nuestro trabajo, al analizar globalmente los resultados, hemos podido observar
una elevacion de la concentracidon de los biomarcadores hs-TnT, NT-proBNP,
Gal-3 y BTP en los pacientes con afectacion cardiaca por EF respecto a los que
no presentaron dicha afectacion. Ademas, de forma interesante, se han
encontrado concentraciones elevadas de los biomarcadores Gal-3 y BTP en los
pacientes que no mostraban aun dicha afectacién clinica respecto a un grupo
control de caracteristicas similares, con una tendencia en el caso del NT-
proBNP, sugiriendo que la medicion de dichos biomarcadores podria ser una
herramienta extra util a la hora de identificar a los pacientes con afectacion
cardiaca subclinica por EF y que, quizas, si la muestra del estudio hubiese sido
mayor, también el caso del NT-proBNP se hubiese alcanzado la significacion
estadistica. En el caso de las concentraciones de la IL-6, los datos, aunque
estadisticamente significativos, han de tomarse con cautela dado que la mayoria
de los sujetos presentaron unas concentraciones por debajo del limite inferior de
deteccion del kit, de lo que se deriva que quizas la IL-6 no sea el biomarcador
de eleccion a la hora de evaluar a estos pacientes.

El analisis de correlacion mostré que existe una fuerte correlacidén positiva
entre los diferentes biomarcadores y parametros clinicos y ecocardiograficos
relevantes, como son la clase funcional, la HVI evaluada mediante el espesor
maximo del VI y la masa del VI indexada (todos p<0.005), con la excepcion de
la hs-TnT con la masa del VI indexada. Se encontr6é asi mismo una correlacion
negativa fuerte entre la tasa de filtrado glomerular y los valores de los
biomarcadores Gal-3, NT-proBNP y hs-TnT, siendo moderada en el caso del

BTP y no significativa para la IL-6. Tomando todos estos datos en conjunto, el
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biomarcador que mejor se comporto fue la Gal-3, que se correlacioné con todas
las variables analizadas menos con la FEVI, en linea con el estudio publicado
por Tiiliice et al. en el que se estudiaban sus concentraciones en pacientes con
miocardiopatia hipertrofica y en el que tampoco se encontré asociacion con la
FEVI (140). Este hallazgo podria deberse a que la Gal-3, biomarcador de fibrosis
y remodelado, esté involucrada en los estadios iniciales de deterioro cardiaco o
renal con remodelado subclinico, cuando otros marcadores clinicos de

afectacion mas avanzada aun no estan elevados.

El TSE en la EF ha supuesto un cambio en la historia natural y el prondstico
de estos enfermos, ya que ha demostrado aumentar la supervivencia, mejorar la
calidad de vida y desde el punto de vista cardiaco, disminuir los grosores
parietales, mejorar la funcion cardiaca y prevenir el deterioro de la capacidad
funcional. Sin embargo, estudios como el de Weidemann et al. (186)
demostraron que la mejoria se producia unicamente en aquellos pacientes con
afectacion cardiaca poco evolucionada y escasa fibrosis miocardica. Por ello, el
principio fundamental del TSE en la afectacidén cardiaca debe ser el inicio precoz
antes de que aparezca una afectaciéon cardiaca irreversible. Esta bien
establecido que las caracteristicas morfolégicas de la miocardiopatia en la EF
son la HVI concéntrica y la fibrosis miocardica. La funcion sistélica normalmente
representada por la FE esta preservada y son frecuentes las alteraciones de la
funcion diastdlica. La recomendacion actual de esperar a que se desarrolle la
HVI para iniciar la TSE supone un retraso claro en el inicio del tratamiento,
particularmente en las mujeres, ya que se ha demostrado que la fibrosis aparece
conforme se desarrolla la HVI, hecho que parece reforzarse por las
concentraciones de Gal-3, biomarcador de fibrosis, halladas en nuestros
pacientes. Los métodos diagnosticos convencionales con ECG, ecocardiografia
Doppler e incluso la RM cardiaca no son utiles para el diagnostico precoz del
dafo miocardico, porque solo pueden detectar pacientes con un estadio
avanzado de la enfermedad. Ademas, hay pacientes que no son candidatos a
realizarse un estudio con RM cardiaca por ser portadores de marcapasos o
desfibriladores o presentar insuficiencia renal avanzada que supone una
contraindicacion a la administracion de contraste con gadolinio. Por ello, durante

los ultimos afos se han estudiado nuevos métodos mas sensibles capaces de
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detectar precozmente dicha afectacion, como es el estudio ecocardiografico de
la deformacidén miocardica, pero dichas técnicas s6lo han mostrado una modesta
especificidad y reproductibilidad dado que precisan de experiencia en su
realizacion y su analisis es laborioso. Por todos estos motivos, contar con una
técnica ampliamente disponible, de facil medicion y mas econémica, que ademas
pueda repetirse frecuentemente, como es el caso de la medicion de
biomarcadores, y que ademas sea un subrogado de afectacion cardiaca,
facilitaria la evaluacion de la afectacion clinica, asi como la decision del momento
idéneo de inicio del TSE. Por los resultados de nuestro estudio, proponemos la
medicion de los biomarcadores en la valoracion habitual de los pacientes con
EF, en linea con otros estudios recientemente publicados. En este sentido, la
determinacién de las concentraciones de los biomarcadores Gal-3 y BTP,
significativamente superiores en nuestro trabajo en el grupo sin afectacién
respecto al grupo control, podria ser una determinacién util a la hora de evaluar

a dichos pacientes.

En el presente trabajo, ademas se ha seleccionado en nuestro trabajo un
punto de corte para la deteccién de afectacion clinica para cada biomarcador
segun un analisis de curvas ROC. Al analizar la asociacion con la existencia de
afectacion cardiaca en base a nuestro criterio en los pacientes con EF,
unicamente la hs-TnT y el sexo evidenciaron una asociacion independiente en
el analisis multivariado, mostrandose como predictores independientes de
afectacién cardiaca. Asi nosotros proponemos que concentraciones de hs-
TnT>12.42 pg/mL podrian ser utiles como punto de corte a la hora de evaluar
qué pacientes presentan afectacion cardiaca, pudiendo ser una ayuda a la hora
de decidir, en casos limitrofes, cuando iniciar el TSE. También en nuestro trabajo

el sexo varon se mostré como predictor independiente de afectacion cardiaca.

A continuacion, se discuten los principales hallazgos en relacién con cada uno

de los biomarcadores analizados.
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6.3 Utilidad del biomarcador troponina T ultrasensible en la enfermedad de
Fabry

En los ultimos afos, las troponinas se han perfilado como biomarcadores de
maxima utilidad en la valoracion del dafio miocardico, siendo cruciales en el
diagndstico de los sindromes coronarios agudos. En otras patologias en fase
estable como son la insuficiencia cardiaca cronica o la cardiopatia isquémica
crénica, también se han detectado valores circulantes elevados. En el campo de
las miocardiopatias, en 2010 nuestro grupo de investigacion (9) publicoé un
estudio en el que por primera vez detectaron concentraciones elevadas de hs-
TnT en pacientes con miocardiopatia hipertréfica respecto a un grupo control
sano, empleando en este caso un punto de corte de 14 ng/L con el mismo test
que empleamos en el trabajo actual. En el caso de las enfermedades de
depdsito, debido a la acumulacién de esfingolipidos en los miocitos, el miocardio
sufre un dafo continuo que puede generar una elevacién permanente de las
troponinas segun habian evidenciado algunas series de casos publicadas, hecho
que confirmamos con las concentraciones superiores halladas en nuestros
pacientes con afectacion cardiaca. Pero hasta 2016 no aparecen publicaciones
donde se estudie su valor clinico en la EF. Dos estudios de disefio similar al
nuestro, con analisis retrospectivo de datos prospectivos, hasta el dia de la
escritura de este trabajo, avalan el empleo de este biomarcador como parte de
la evaluacion del paciente con EF. En el primero de ellos, Tanislav et al. (126)
estudia la utilidad de las concentraciones en este caso de la Tnl, empleando un
punto de corte de 0.04 ng/mL. En su caso estudian la concentracion de Tnl segun
los diferentes sintomas y signos caracteristicos de la EF, encontrando
concentraciones elevadas de Tnl en los pacientes con EF respecto a un grupo
control, siendo dichas concentraciones superiores en el grupo con HVI y siendo
ésta el unico factor independientemente asociado a la elevacion de Tnl por
encima de dicho punto de corte. En el caso del segundo trabajo, publicado
también en 2016 por el grupo de Seydelmann et al. (100), en el que emplean
como en nuestro trabajo la hs-TnT y considerando en este caso un valor mayor
a 14 ng/L como elevado, de forma analoga al estudio realizado por nuestro grupo
en el campo de la miocardiopatia hipertrofica (121), se analiza su asociacion

con diferentes parametros clinicos y ecocardiograficos, pero orientado a la
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busqueda de una relacién con la fibrosis detectada en la RM cardiaca con
gadolinio, en este caso sin contar con grupo control. Nuevamente los valores de
hs-TnT son superiores en los pacientes que presentan miocardiopatia avanzada
definida como realce tardio con gadolinio o FEVI deprimida, teniendo en cuenta
que eran casos aislados los que presentaban HVI sin realce en la RM cardiaca.
Otro hallazgo fue que el valor de la hs-TnT se correlacionaba de forma muy
positiva con la cantidad de fibrosis en la RM cardiaca. En nuestro trabajo, de
forma analoga al segundo trabajo también hemos encontrado concentraciones
significativamente superiores entre los subgrupos con y sin afectacion cardiaca
y nuestro estudio ademas compara estos valores con un grupo control sano
apareado por edad y sexo lo que lo dota de mayor robustez, no encontrando en
este caso diferencias significativas respecto al grupo control como si se
objetivaron en el estudio de Tanislav et al. con Tnl. Los valores de hs-TnT en los
pacientes que presentaron valores elevados (97% de ellos con afectacion
cardiaca) reportados en el estudio de Seydelmann et al. fueron similares a los
encontrados en los pacientes con afectacion cardiaca en nuestro trabajo
(mediana 24.2 pg/mL en el estudio de Seydelmann y 25.3 pg/mL en nuestro
trabajo), lo que apoya la fiabilidad de nuestros resultados bioquimicos, teniendo
ademas en consideracion que el test empleado en dicho estudio es el mismo que

se ha empleado en nuestro trabajo.

En nuestro estudio se ha cuantificado tanto las concentraciones de hs-TnT
como el grado de HVI mediante diferentes parametros como el espesor
ventricular y la masa ventricular indexada y ademas se ha definido también de
forma exhaustiva si existia o no otro tipo de afectacion como Ia
electrocardiografica. En esta linea, objetivamos que existia una fuerte
correlacion con la clase funcional NYHA, asi como con el espesor ventricular y
la masa ventricular. Cuando se realiz6 un analisis multivariado de los factores
independientemente asociados a la elevacidn de la hs-TnT, unicamente la
afectacion renal evaluada con la TFG y el sexo alcanzaron la significacion
estadistica, volviendo a indicar que, efectivamente, este biomarcador se asocia
con la funcion renal, cuya alteracion en pacientes cardiopatas esta mas que
demostrada. En el estudio de Seydelman et al. la TFG también presentaba una

correlacion negativa con las concentraciones de hs-TnT, pero no se asoci6 de
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forma independiente como en nuestro caso con la elevacion de la hs-TnT en su
analisis multivariado. No obstante, si resefian que la TFG era significativamente

menor en el subgrupo de pacientes con concentraciones superiores de hs-TnT.

También demostramos en nuestro estudio que las concentraciones de la hs-
TnT son superiores en los pacientes con una mayor afectacion global por la EF
evaluada por la escala MSSI. Esta escala es empleada a dia de hoy a la hora de
la evaluacion habitual del paciente con EF y ha sido validada en varios estudios
(200). Ademas, son las subescalas de riesgo cardiovascular y renal las que se
asocian de forma significativa a dicha elevacion, pudiendo, las concentraciones
de dicho biomarcador, ayudarnos a la hora de predecir la puntuacion en dichas

escalas.

En el trabajo de Tanislav et al. se estima una sensibilidad del 94.1% para la
Tnl y una especificidad del 84.4% para la deteccion de HVI si los valores
superaban el umbral de 0.04 ng/mL, no realizandose dichas estimaciones en el
estudio con la hs-TnT. Nosotros hemos determinando un punto de corte para la
hs-TnT segun los criterios clinicos de afectacion en los pacientes con EF,
obteniendo una especificidad cercana al 100% y una sensibilidad del 82% para
la deteccion de afectacion clinica significativa para la concentracién de 12.42
pg/mL. La elevacion de la hs-TnT por encima de dicho punto de corte se
asociaria de forma independiente a la existencia afectacion cardiaca tal y como
objetivamos tras el analisis multivariado, presentando los pacientes con
elevacion por encima de dicho umbral mayor probabilidad de presentar
afectacion cardiaca (OR (IC95%;p: 30.69 (2.10-348.42);p=0.006) de tener
alteraciones eléctricas y/o HVI). En el estudio comentado previamente de
Tanislav et al., dicha OR fue de 65.6 para el punto de corte de 0.04 ng/mL.
Hemos de tener en cuenta, que la Tnl ha demostrado ser mucho menos sensible
como marcador de dafo celular miocardico que la hs-TnT, que es la que hemos
empleado en el presente trabajo (200).

Tomando todos los datos en conjunto podriamos concluir que la hs-TnT,
biomarcador de dafio miocardico, parece ser un buen marcador de afectacion
cardiaca entre los diferentes biomarcadores analizados dada dicha asociacion

independiente en el analisis multivariado, asi como por las correlaciones con las
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manifestaciones cardiacas expuestas mas arriba, no obstante, no parece ser el
mejor predictor de afectacion cardiaca incipiente, pues sus valores no se elevan
significativamente respecto a un grupo control sano. Asi, nuestros resultados son
acordes a los estudios previamente publicados, situando a la hs-TnT como un
factor predictor independiente de afectacién cardiaca y proponemos unas
concentraciones superiores a 12.42 pg/mL como punto de corte util para la
prediccion de dicha afectacidn cardiaca clinica. Dado que se trata de una
medida sencilla y no excesivamente costosa, su determinacién por todo lo
comentado en el marco de la evaluacién habitual del paciente con EF seria util.
Si su valor supera el umbral propuesto y el paciente aun no ha desarrollado HVI,
la probabilidad de la existencia de afectacion cardiaca establecida es muy
elevada y quizas deberiamos plantearnos el inicio del TSE.

6.4 Utilidad del biomarcador NT-proBNP en la enfermedad de Fabry

El paradigma de los biomarcadores de estrés miocardico son los péptidos
natriuréticos y han mostrado su utilidad en diferentes escenarios clinicos, siendo
una herramienta diagndstica y pronostica de maxima utilidad en el campo de la
insuficiencia cardiaca tanto con FEVI deprimida como preservada, secretandose
en el corazon ante estimulos de sobrecarga de presion y volumen. Ya dentro del
apartado de las miocardiopatias, como en el caso de la hs-TnT, también ha sido
estudiada su utilidad en la miocardiopatia hipertrofica (127)(128),
correlacionandose (como en el caso de la insuficiencia cardiaca) con las
presiones de llenado elevadas evaluadas mediante parametros como el tamafno
de la Al o la relacion E/e', asi como con el elemento clave de dicha patologia, la
HVI. Estudios posteriores en 2011 y 2013 han estudiado su valor en el campo
de la miocardiopatia en la EF. El primer estudio publicado al respecto por el
grupo de Torralba-Cabeza (201), de metodologia similar al nuestro, incluyendo
un grupo control, analizo los valores de diferentes biomarcadores entre los que
se encontraba el NT-proBNP, objetivandose concentraciones en los pacientes
con afectacion cardiovascular similares a las que presentaron los pacientes
afectados en nuestro trabajo (mediana 1716 pg/mL y 1056 pg/mL en cada uno

de los trabajos), siendo las concentraciones superiores en su subgrupo sin
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afectacion (mediana 113.67 pg/mL), que en el nuestro (mediana 50.20 pg/mL).
Las concentraciones en el grupo con afectacion en el segundo estudio, publicado
en 2013 por Coats et al. (129) sin embargo, son bastante inferiores a los valores
que tanto en nuestro trabajo como en el de Torralba-Cabeza et al. se observan,
teniendo en cuenta la misma premisa previamente indicada. En nuestro estudio
ademas se analizaron las concentraciones respecto a un grupo control,
encontrando concentraciones significativamente muy superiores en el grupo con
afectacion cardiaca respecto a su grupo control. Las concentraciones también
fueron superiores respecto a los controles en el grupo sin afectacion, pero
unicamente se alcanzd una tendencia estadistica. Probablemente con una
muestra de pacientes mayor, dichas diferencias también alcanzarian la

significacion estadistica.

En el estudio publicado por Coats et al. que incluye a 117 pacientes con
EF con y sin afectacién cardiaca aplicando un criterio muy similar al de nuestro
trabajo, pero sin grupo control, observan que en el 57% presentaron
concentraciones elevadas respecto a los puntos de corte por edad consideradas
normales, siendo estas concentraciones también elevadas en los pacientes que
no presentaban HVI. Nosotros al analizar las concentraciones respecto al grupo
control también hemos detectado concentraciones mayores en el grupo con EF
sin afectacion cardiaca, sin llegar a alcanzar la significacion estadistica tal y
como se ha comentado con anterioridad. Dichos hallazgos nuevamente podrian

ser utiles a la hora de detectar precozmente una afectacion cardiaca subclinica.

En el presente trabajo de Tesis encontramos unicamente correlaciones
moderadas con la clase funcional estimada con la NYHA, asi como con el
espesor ventricular y la masa ventricular. Ademas, las concentraciones se
asociaron en el analisis univariado con la TFG, el diametro de la Al y el TSE.
Cuando se realizé un analisis multivariado de los factores independientemente
asociados a la elevacion de la NT-proBNP, unicamente la clase funcional de la
NYHA'y el diametro de la Al, subrogado de elevacion de las presiones de llenado,
alcanzaron la significacidn estadistica, no asi la TFG, la relacion E/E’, ni el sexo
o la edad. En el estudio de Coats et al. se objetivo una asociacion independiente
de la concentracion de NT-proBNP con la TFG, asi como con el tamaiio de la Al

en el estudio multivariado. En nuestro trabajo, corroboramos dicha asociacién
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significativa, resultando el unico biomarcador independientemente asociado al
tamaro de la Al, no asi con el cociente E/E’ promediado. La disfuncién diastdlica
en la EF ha sido atribuida a la fibrosis miocardica y al acumulo de Gb3,
precediendo generalmente al desarrollo de la HVI. Incluso en la afectacion
cardiaca subclinica, se ha demostrado que la contractilidad de los miocitos esta
alterada y existe una mayor tension de los miofilamentos en reposo. De ahi, que
un biomarcador que se correlacione con marcadores de las presiones de llenado,
como el tamano de la Al, pueda ser potencialmente util a la hora de identificar
una afectacion cardiaca subclinica (87). En el estudio publicado por Torralba-
Cabeza et al. también se objetivd una correlacion positiva moderada (r=0.362)
con la funcion diastélica (evaluada como un indice E/A menor a 1 o un aumento

de tamano de Al/masa VI en pacientes sintomaticos).

También demostramos en este estudio que las concentraciones del NT-
proBNP son superiores en los pacientes con una mayor afectacion global por la
EF evaluada por la escala MSSI, de manera analoga a como se ha descrito con
la hs-TnT. Nuevamente, son las subescalas de riesgo cardiovascular y renal las
que se asocian de forma significativa a dicha elevacién, pudiendo, las
concentraciones de dicho biomarcador, ayudarnos a la hora de predecir la

afectacion y en la toma de decisiones, como en el caso de la hs-TnT.

Coats et al. proponen un punto de corte 6ptimo de NT-proBNP>169.14 pg/mL
(20 pmol/L) con un valor predictivo positivo del 99.7% y un valor predictivo
negativo del 9.2% para identificar afectacién cardiaca (HVI y/o alteraciones
ECG). En nuestro trabajo, de igual forma que con la hs-TnT, determinamos un
punto de corte para el NT-proBNP segun los criterios clinicos de afectacion
global en los pacientes con EF, obteniendo una especificidad cercana al 100% y
una sensibilidad del 88% para la deteccion de afectacidn clinica significativa para
la concentracién de 206.4 pg/mL, valor cercano al propuesto por el grupo de
Coats et al. Empleando este punto de corte, en el analisis univariado
encontramos una asociacion claramente significativa entre la existencia de
afectacion cardiaca (evaluada segun nuestro criterio clinico) y la elevacion del
NT-proBNP por encima del punto de corte. De este modo, los pacientes con
elevacion por encima de dicho umbral presentarian una probabilidad mucho
mayor de presentar afectacién cardiaca (OR de 40.86) frente a pacientes por
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debajo del punto de corte con alteraciones eléctricas y/o HVI. En el analisis
multivariado en cambio, no se mostré6 como predictor independiente de
afectacion cardiaca. Es muy posible que como se ha comentado, un aumento
del tamafio de la muestra también en este caso hubiese revelado una asociacion
independiente y esto es algo que se podra comprobar con futuros estudios con
mayor tamafo muestral. La rentabilidad diagnéstica global del NT-proBNP en el
estudio de Torralba-Cabeza et al. fue inferior a la de nuestro trabajo, siendo del
74% para la valoracion de afectacion cardiovascular global, siendo en este caso
su definicion mas amplia que en nuestro trabajo (disfuncion diastolica, alteracion

de FEVI, HVI), lo que podria explicar dichas diferencias.

Tomando todos los datos en conjunto podriamos concluir que el NT-proBNP,
biomarcador de estrés miocardico, esta significativamente elevado en los
pacientes con afectacion cardiaca por EF respecto a los pacientes que no
presentan afectacion y se asocia con peor clase funcional y mayor tamafio de la
Al. No obstante, no parece ser el mejor predictor de afectacion cardiaca
incipiente en pacientes sin evidencia de HVI o alteraciones eléctricas, pues sus
valores no se elevan significativamente respecto a un grupo control sano.
Ademas, en el analisis multivariado no se mostré como predictor independiente
de afectacion cardiaca clinica. Sin embargo, dado que se trata de una medida
sencilla y no excesivamente costosa, su determinacion por todo lo comentado
en el marco de la evaluacion habitual del paciente con EF también podria ser

util.

6.5 Utilidad del biomarcador Galectina-3 en la enfermedad de Fabry

La Gal-3, biomarcador de inflamacion y fibrosis en multiples 6rganos, juega
un papel también en la fibrosis cardiaca siendo propuesto como un marcador de
remodelado cardiaco (132). Tal y como se describioé en la introduccion, se ha
estudiado su papel en diferentes escenarios como la insuficiencia cardiaca y el
infarto agudo de miocardio, limitdndose su determinacion al campo de la
investigacion y no tratandose de un biomarcador de uso rutinario como era el
caso de la hs-TnT o el NT-proBNP. En el campo de las miocardiopatias, hasta
el dia de la escritura del presente trabajo, unicamente se habia publicado un
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trabajo que estudiaba su valor especificamente en la miocardiopatia hipertréfica
en 2016 (140), no existiendo ningun trabajo publicado en el area de la EF. En
dicho trabajo, se investiga tanto la concentracion del biomarcador en pacientes,
contando con un grupo control para la comparacion, asi como la asociacién de
su concentracion con diferentes indices ecocardiograficos que incluyen el strain.
Finalmente concluyen que la concentracion de Gal-3 esta elevada en dicho
contexto y que dicha concentracion se correlaciona con el espesor y la masa del
VI, no encontrandose asociacién con la funcién diastdlica o sistdlica, lo que
sugiere que la Gal-3 es un marcador de HVI y no de presiones de llenado como
el BNP.

En el presente trabajo, hemos evidenciado también en el caso de este
biomarcador, por primera vez hasta el dia de hoy, que las concentraciones estan
elevadas de forma significativa en los pacientes con EF respecto a la poblacion
sana, tanto en el subgrupo con afectacion cardiaca como en el subgrupo sin
dicha afectacién. Ademas, las concentraciones son superiores también de forma
significativa en el subgrupo con afectacion cardiaca respecto al subgrupo que no
la presenta. En el estudio de Tiillice et al., se objetivaron concentraciones muy
similares a las que presentaron los pacientes afectados en nuestro trabajo
(media de 16.6+6.3 ng/mL en nuestro trabajo y 16.9+6.64 ng/mL en el trabajo en
miocardiopatia hipertréfica), siendo las concentraciones también similares tanto
en nuestro grupo control como en el suyo, teniendo en cuenta que los test
empleados no fueron los mismos. En su trabajo dichas concentraciones se
correlacionaron de forma moderada con el diametro del septo interventricular y
con la masa ventricular, mientras que en nuestro estudio se observo correlacion
fuerte en el caso de la masa y moderada en el caso del espesor ventricular. La
correlacion con la FEVI en ambos trabajos no fue significativa.

Al analizar si la elevacion de la Gal-3 se asociaba a diferentes factores clinicos
y ecocardiograficos en el analisis univariado, casi todos los parametros
evaluados lo hicieron (edad, sexo, TFG, NYHA, diametro de la Al y TSE), no asi
la relacion E/E’. Tanto la NYHA como la TFG, permanecieron, junto con el sexo,
como predictores independientes de elevacion de las concentraciones del
biomarcador en el analisis multivariado. En el trabajo publicado por Tiillice et al.

en miocardiopatia hipertréfica, tampoco se encontré asociacion con la relacion
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E/E’, ni con el strain longitudinal (asociado con la fibrosis en estudios previos
publicados en miocardiopatia hipertréfica), de ahi que los autores sugieran que
la Gal-3 es un biomarcador de HVI, no asociado con la elevacion de las presiones
de llenado (evaluada mediante la relacion E/E’) ni con la fibrosis miocardica
asociada al remodelado (evaluada mediante el strain longitudinal), resultados
que contrastan con toda la literatura publicada al respecto en la que queda
patente una clara asociacion de la Gal-3 con la fibrosis miocardica en otros
escenarios clinicos como la insuficiencia cardiaca, la FA o el infarto de miocardio
(132). Asi, recientemente, Besler et al. publican un trabajo con muestras
histologicas obtenidas mediante biopsia endomiocardica en pacientes con
miocardiopatia dilatada en el que se estudia la asociacién de la Gal-3 tanto
miocardica como circulante con el grado de fibrosis en las muestras histolégicas,
encontrando correlacion entre la fibrosis y la Gal-3 miocardica, no asi con la
circulante (203). También en nuestros trabajos publicados estudiando la
asociacion entre la fibrosis auricular y el riesgo de FA postquirurgica, dicha
asociacion es significativa (132). En el presente trabajo, el tamafio de la Al en
el analisis multivariado tampoco se mostr6 como predictor independiente de

elevacion de la Gal-3.

La funcion renal se asocio en el analisis univariado y de correlacion con la
elevacion de las concentraciones de dicho biomarcador de forma significativa,
apareciendo como factor predictor independiente en el analisis multivariado y
asociandose también con la subescala renal del MSSI. La Gal-3 es un
biomarcador eliminado fundamentalmente por el higado, de ahi que el deterioro
de la funcion renal no tenga por qué ser per se el culpable de la elevacion de sus
concentraciones, si no que sea al revés, que la elevacion de la Gal-3 esté en
relacion con el dafio organico renal o cardiovascular ya en estadios iniciales, ya
sea renal o cardiovascular tal y como parecen apuntar nuestros resultados de

asociacion con las correspondientes puntuaciones en las escalas MSSI.

Como con el resto de biomarcadores, también se realizé una curva ROC para
establecer el mejor punto de corte para la afectacion clinica global, encontrando
gue una concentracidn superior a 9.5 ng/mL mostraba una sensibilidad del 100%

y una especificidad del 70%, siendo ésta la menor de todos lo biomarcadores.
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En el caso de este biomarcador, dicho punto de corte en el analisis multivariado

no se mostré como un predictor independiente de afectacion cardiaca.

A la luz de dichos resultados, la Gal-3 quizas sea un biomarcador no
asociado a la elevacion de las presiones de llenado como es el caso del NT-
proBNP, ni de utilidad a la hora de predecir de forma independiente si existe
afectacidén cardiaca empleando nuestro punto de corte. No obstante, dada su
excelente correlacion con casi todos los parametros clinicos y ecocardiograficos,
asi como con las subescalas MSSI cardiovascular y renal si parece ser un
biomarcador asociado con el remodelado cardiaco y la afectacion renal, que se
eleva ya desde estadios iniciales de la enfermedad. Por todo esto, su
determinacién podria ser de gran utilidad a la hora de la evaluacion global del
paciente con EF, del seguimiento de su evolucion y, o que es mas interesante,
establecer un criterio de comienzo temprano de TSE. Estudios futuros con un
mayor tamafio muestral, disefiados especificamente para el estudio de dichas
asociaciones, en los que se definan mas detalladamente los parametros elegidos
para la evaluacion tanto de la funcion diastolica como de las presiones de
llenado, asi como de la fibrosis miocardica, arrojaran mas luz sobre todos estos

aspectos.

6.6 Utilidad del biomarcador Interleucina-6 en la enfermedad de Fabry

Tal y como se ha comentado en el apartado de resultados, tanto las
concentraciones como las asociaciones de ellas derivadas con el presente
biomarcador han de tomarse con cautela, pues la mayoria de los pacientes no
alcanzaban el limite inferior de deteccion del test, 1.5 pg/mL. Unicamente
algunos pacientes en el subgrupo con afectacidn cardiaca presentaron
concentraciones superiores al limite inferior, pudiendo arrojar valores de
concentraciones utiles. Aunque las diferencias fueron estadisticamente
significativas entre los diferentes subgrupos, asi como respecto al grupo control,
no podemos asegurar que dichas diferencias realmente existan o sea hallazgo

casual a la luz de lo previamente expuesto.
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Las citocinas inflamatorias como la IL-6 no se expresan habitualmente en un
corazoén normal, elevandose como respuesta a un dafio o estrés mecanico del
miocardio. lgualmente, este biomarcador de inflamacion, como ya se ha
indicado, no es especifico de localizacidn miocardica, sino que se eleva de
manera sistémica con multitud de patologias que cursan con procesos

inflamatorios (142).

En el campo de la miocardiopatia hipertrofica (143)(144) se han objetivado
concentraciones elevadas, asi como una asociacion con el grado de fibrosis. En
la EF, un estudio reciente que estudia multiples biomarcadores proinflamatorios
encuentran concentraciones elevadas en los pacientes respecto al grupo control,
no siendo dichas diferencias significativas entre los subgrupos de pacientes con
EF con y sin HVI (148). En dicho trabajo, todos los pacientes con EF estaban
bajo TSE, lo que puede haber arrojado resultados diferentes por tratarse de
estadios clinicos mas avanzados de la enfermedad, en que pueda existir un
estado inflamatorio mayor por el mayor grado de afectacion multiorganica, hecho
que se refleja en que mas del 50% de los pacientes en la cohorte global
presentaba un FG menor a 60mL/min/m2 y en que la puntuacion en la escala
MSSI era mayor que en el presente trabajo (media de 22.2 en dicho trabajo vs.
mediana 3.0 en nuestro estudio en los pacientes sin HVI y 24.7 vs. 18 en los
pacientes con HVI). En nuestro subgrupo de pacientes sin afectacion cardiaca,
unicamente 5 pacientes (21.74%) estaban con TSE y solo presentaban
afectacion renal el 9.5% de ellos (en el subgrupo sin HVI del estudio resefiado,
la presentaba el 32%). También tenemos que tener en cuenta, que el test
empleado en dicho estudio no era el mismo al empleado en nuestro trabajo y los
resultados podrian no ser absolutamente comparables. Las concentraciones de
IL-6 en su trabajo fueron de 165.7+30.1 pg/mL en los pacientes con EF y de
6.2+0.2 pg/mL en el grupo control. En nuestro trabajo, dichas concentraciones
tanto el grupo control como en el de los pacientes fueron marcadamente mas
inferiores, no superando en la mayoria de los sujetos, tal y como se ha
comentado, el limite inferior de deteccion. Otro estudio mas antiguo, publicado
en 2009 por el grupo de Vedder et al. (200) en el que se analizaban multiples
biomarcadores de coagulacién y de activacion endotelial en pacientes con EF,

unicamente encontré diferencias al analizar el subgrupo de mujeres, no
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encontrando correlacién con la funcion renal o la escala MSSI. En este trabajo
se reportan concentraciones mas parecidas a las de los pacientes en nuestro
trabajo, con una concentracion en pacientes varones de 1.4 pg/mL (0.6-10.0
pg/mL) y de 1.0 pg/mL (0.3-3.3 pg/mL) en los controles, siendo las
concentraciones en las pacientes mujeres de 19 pg/mL (0.6-10.2 pg/mL).

Teniendo en cuenta todas las consideraciones descritas, en nuestro trabajo
también parece que las concentraciones de IL-6 estan elevadas en los pacientes
con HVI respecto al grupo control y entre los pacientes con y sin afectacion
cardiaca. En nuestro estudio, la concentracion de IL-6 se correlacion6 de forma
moderada con la NYHA, la HVI evaluada como el grosor maximo y con la masa
del VI, mientras que en el analisis de asociacién univariado no se encontrd
ningun parametro clinico o ecocardiografico asociado a la elevacion de dicho
biomarcador. Respecto a la asociacion con las diferentes escalas clinicas MSSI,
las concentraciones de IL-6 unicamente se asociaron a la subescala

cardiovascular.

El punto de corte obtenido tras el analisis del AUC se superpone al limite
inferior de deteccidn, lo que confirma nuevamente que dichos resultados han de

interpretarse con cautela.

Teniendo en cuenta los resultados de estudios previos, e interpretando con
todas las reservas anteriormente expuestas los nuestros, la IL-6 no parece ser
el biomarcador ideal a la hora de la valoracion clinica del paciente con EF, algo
que no podemos confirmar absolutamente con los resultados obtenidos en el
presente trabajo. Quizas ensayos de IL-6 de mayor sensibilidad arrojaran luz en
este interesante aspecto.
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6.7 Utilidad del biomarcador proteina beta traza en la enfermedad de Fabry

La BTP, molécula implicada en la regulacién de varias funciones bioldgicas
relevantes por su efecto antiinflamatorio, antiapoptético, antitrombdtico y
antiaterogénico (202), es un biomarcador de demostrada utilidad a la hora de
estimar la funcion renal, dado que es poco dependiente de factores
extrarrenales, como lo pueda ser la creatinina, siendo ademas mas sensible que
ésta en la deteccion de las fases precoces de dafo renal. Ademas de su papel
establecido en la valoracion de la funcion renal, en los ultimos afos, la BTP ha
sido propuesta como un biomarcador novedoso en la valoracion del riesgo
cardiovascular, mostrando utilidad prondstica en la insuficiencia cardiaca aguda,
el sindrome coronario agudo o la FA entre otros escenarios clinicos. Nunca ha

sido estudiada ni en el campo de las miocardiopatias ni en la EF.

Nuestros pacientes con EF mostraron significativamente concentraciones de
BTP superiores al grupo control y, ademas, los pacientes con afectacion
cardiaca también presentaron concentraciones superiores a los no afectados.
De manera analoga a lo que ocurrio con la Gal-3, los valores estaban ya
elevados en el subgrupo sin afectacion cardiaca respecto al grupo control de
forma significativa, de ahi que se trate de un biomarcador asociado con la
afectacion precoz por la EF. Las concentraciones de BTP en nuestro estudio
fueron de 0.62 mg/L (0.56-0.68 mg/L) en el subgrupo con EF sin afectacion
cardiaca y de 0.83 mg/L (0.64-1.2 mg/L) en el subgrupo con afectacion. En otro
trabajo publicado por nuestro grupo en 2013, Vilchez et al. (162) evaluaron su
valor prondstico en el contexto clinico de la FA y se encontraron concentraciones
de BTP medias de 0.632 mg/L (0.497-0.823 mg/L), en rango similar a las
mostradas para los pacientes con EF sin afectacion cardiaca en el actual trabajo.

Dichas concentraciones se correlacionaron con varios de los parametros
clinicos y ecocardiograficos evaluados (TFG, NYHA, espesor y masa de VI) de
forma moderada o fuerte, encontrandose asociacion en el analisis univariado con
la TFG y el sexo, manteniéndose unicamente dichos factores clinicos como
predictores independientes de su elevacion en el analisis multivariado. Ademas,
también se asocio a la puntuacion en las subescalas MSSI cardiovascular y

renal. Acorde a los datos publicados hasta el momento y a la luz de los presentes
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resultados, la BTP en estos pacientes también parece ser un biomarcador
relacionado con la funcidn renal, que detecte afectacidon renal en estadios mas
precoces que la TFG o la microalbuminuria (160)(161), presentando un valor
adicional en la evaluacién precoz de la afectacion cardiovascular o multiorganica
del paciente con EF. El diametro de la Al y la relacién E/E’ no se asociaron con
las concentraciones, de ahi que quizas sea un biomarcador no asociado a la
elevacion de las presiones de llenado, siendo otros mecanismos fisiopatologicos
los responsables de su elevacion. A nivel de los vasos sanguineos de los
pacientes con EF se ha observado que las células endoteliales y las células de
musculo liso a nivel de la microcirculacion estan severamente afectadas por el
depdsito, contribuyendo al desarrollo de isquemia. Las concentraciones de BTP
quizas puedan verse elevadas en el plasma en dicho escenario de manera
similar a como lo hacen en los pacientes con coronariopatia segun ha quedado

constatado en otras publicaciones (158)(161).

El punto de corte que mostré mejor rendimiento a la hora de la deteccion de
afectacion clinica fue 0.81 mg/L, con una sensibilidad del 86%, menor a la que
mostraron tanto la hs-TnT, el NT-proBNP y la Gal-3 y una especificidad del 88%,
similar al resto de biomarcadores. Dicho punto de corte ofrece una OR de 24.75
para la deteccion de afectacion cardiaca, no alcanzando la significacion como

predictor independiente de dicha afectacién al realizar el analisis multivariado.

6.8 Limitaciones

Este estudio tiene limitaciones por su naturaleza transversal, pudiendo
analizar solo asociaciones y no establecer causalidad al no tratarse de un estudio
longitudinal. Aunque las concentraciones de los biomarcadores eran claramente
superiores en los pacientes afectados, no podemos descartar posibles cambios
en sus concentraciones a lo largo del tiempo, ni evaluar si al iniciar el TSE las
concentraciones de los biomarcadores se verian afectadas. Ademas, no
podemos excluir la influencia de otras variables no incluidas en el presente
trabajo. Nuestro trabajo ademas cuenta con una muestra pequefia de pacientes,
teniendo en cuenta que la EF es una enfermedad rara. La comparacion con los

resultados de otros estudios publicados, también con muestras pequefias, han
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de realizarse con precaucion porque el método de medicidn del biomarcador
puede no ser el mismo en todos los centros. Se necesitan estudios mas amplios,
quizas multicéntricos e internacionales, para poder corroborar nuestros
resultados. Ademas, destacar la limitacion que ofrece la medicién del
biomarcador IL-6, pues la mayoria de los pacientes no alcanzaban el limite
inferior de deteccion del test y no podemos asegurar que las diferencias

encontradas realmente existan o sean un hallazgo casual.
6.9 Implicaciones futuras

Hasta el dia de hoy, el actual trabajo es el primero disefiado para analizar
diferentes biomarcadores de diferentes vias moleculares como la fibrosis
miocardica, la sobrecarga de presion, el dafio miocardico, la funcion renal y la
inflamacion, en pacientes con un diagndéstico genético de EF con y sin afectacion
clinica, incluyendo ademas a un grupo control sano. Este trabajo es importante
por diferentes razones. En primer lugar, las concentraciones de los diferentes
biomarcadores fueron superiores en los pacientes con EF y con afectacion
cardiaca respecto a los que no la presentaban, aportando evidencia en el valor
de los biomarcadores analizados a la hora de discriminar entre pacientes con EF
con y sin afectacion cardiaca. En segundo lugar, en el caso de la Gal-3 y la BTP,
las concentraciones del grupo sin afectacion respecto a su grupo control,
también fueron superiores por lo que probablemente resulten buenos
biomarcadores de afectacion clinica precoz. En tercer y ultimo lugar, que la hs-
TnT y el sexo son factores predictores independientes de afectacion cardiaca
clinica de ahi que la hs-TnT se muestre como el mejor biomarcador a la hora de
la evaluacion de la existencia de una afectacidén cardiaca en el paciente con EF
o para el seguimiento de esta afectacidn en pacientes con EF establecida y
quizas seria el biomarcador ideal a incorporar dentro de un algoritmo diagndstico
que facilitase la evaluacién de la afectacion cardiaca en la EF. El principio
fundamental del TSE en la afectacion cardiaca debe ser el inicio precoz antes
de que aparezca una afectacion cardiaca irreversible y la recomendacion actual
de esperar a que se desarrolle la HVI para iniciar la TSE supone un retraso claro
en el inicio del tratamiento. Tras los resultados de nuestro estudio, proponemos
la medicion de los biomarcadores hs-TnT, NT-proBNP, Gal-3 y BTP en la
valoracion habitual de los pacientes con EF, dado que ademas de tratarse de
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una técnica ampliamente disponible, facil y econdmica, puede repetirse
frecuentemente, con el objetivo final de contribuir a un diagnéstico precoz y al
mejor manejo de los pacientes con la EF y de forma complementaria a otras
técnicas que también evaluan la afectacion cardiaca precoz como el strain o la

RM cardiaca con mapeo T1.
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7. CONCLUSIONES

CONCLUSION 1: La concentracion de los biomarcadores estudiados (hs-TnT,
NT-proBNP, Gal-3, IL-6 y BTP) muestran diferencias significativas en funcion del
grupo de pacientes o controles en los que se determine:

Conclusién 1.1: Las concentraciones de los diferentes biomarcadores fueron
superiores en los pacientes con EF y con afectacion cardiaca respecto a los
que no la presentaban.

Conclusién 1.2: Los pacientes con EF que presentan afectacion cardiaca
muestran una elevacion de la concentracion de distintos biomarcadores

respecto a controles sanos apareados por edad y sexo.

Conclusion 1.3: Los pacientes con EF que no presentan afectacién cardiaca,
muestran una concentracion superior de los biomarcadores Gal-3 y BTP
respecto a los controles sanos apareados por edad y sexo. Los pacientes con
EF que no presentan afectacion cardiaca no muestran una concentracion
superior de los biomarcadores hs-TnT y NT-proBNP respecto a su grupo

control.

CONCLUSION 2: Los biomarcadores estudiados muestran capacidad predictiva
para afectacion cardiaca y utilidad clinica:

Conclusion 2.1: Los puntos de corte 6ptimos seleccionados para la evaluacion
de la afectacidn clinica global evaluada con la escala MSSI resultaron para la hs-
TnT la concentracion de 12.42 pg/mL, para el NT-proBNP de 206.4 pg/mL, para
la Gal-3 de 9.5 ng/mL, para el BTP de 0.81 mg/L y para IL-6 de 1.57 pg/mL.

Conclusién 2.2: De entre los diferentes biomarcadores, la concentracién de hs-
TnT por encima de dicho punto de corte seleccionado de 12.42 pg/mL es un
factor predictor independiente de afectacion cardiaca, tras ajustar por variables
de confusion. La hs-TnT se muestra como el mejor biomarcador a la hora de la

evaluacion de la existencia de una afectacién cardiaca en el paciente con EF.

Conclusiéon 2.3: Los mejores biomarcadores para la deteccidn precoz de
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afectacién cardiaca en pacientes con EF sin hipertrofia ventricular izquierda son
la Gal-3 y la BTP, tanto por su concentracion mayor respecto al grupo control,
como por la capacidad diagnéstica mostrada.

CONCLUSION 3: Las concentraciones de hs-TnT y NT-proBNP se asocian con
las puntuaciones de las subescalas MSSI general, cardiovascular y renal en los
pacientes con EF. Las concentraciones de Gal-3 y BTP lo hacen con las
subescalas cardiovascular y renal y las de |IL-6 con la cardiovascular.
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Anexo

9. ANEXO

9.1 Anexo l. Hoja de recogida de datos

Paciente: _ _ _
Sexo: V/ M
Peso: _ _ _ (Kg)
Talla:_ _ _ (cm)

Tipo de paciente: 1. Afectado 2. No Afectado 3. Control

Fecha nacimiento: _ _/_ / _ _ _ (dd/mm/aaaa)
Fecha diagndstico : _ _ _ _ (dd/mm/aaaa)
Hospital:

1. H. Virgen de la Arrixaca Murcia
2. H. General Alicante

3. H. General de Elda

Actividad enzimatica: _ _%
Mutacion:

Historia familiar Fabry: Si/ No

Tratamiento sustitutivo: Si / No Tipo de tratamiento : alfa /beta

Fecha inicio de tratamiento: _ _/_ _/_

Fecha muestra sangre:_ _/_ _/ _ _ _ Fecha muestraorina:_ _/_ _/_ _ _ _
Embarazo : Si / No

Antecedente de cancer en los Ultimos 5 afios . Si / No

Enfermedad inflamatoria crénica o infeccién activa : Si / No

Sindrome coronario, ACV/AIT, cirugia cardiaca o carétida, ICP o angioplastia de

carotida 3 meses antes de la muestra : S/ / No
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AFECTACION CARDIACA

NYHA: I II IIT 1V HTA: Si/ No

Datos ECG

Ritmo ECG actual: RS FA MP Intervalo PR: ___ms
Antecedentes de FA/Flutter: Si/ No Intervalo QRS: ___ ms
Antecedente de TV: Si / No Onda T negativa: Si/No
Criterios ECG de HVI (Estes-Rohmhilt) Mayor o igual a 5 puntos: S/ / No

Intervalo QTc: ___ms

Alteraciones de la conduccion intraventricular:
BCRI BCRD HBA HBP BCRD+HBA BCRD+HBP No

Alteraciones de la conduccion AV: BAV 10 BAV20T BAV2°II BAV3° No

Datos RM Cardiaca

Grosor parietal maximo: mm

Realce tardio con gadolinio: S/ / No

Dispositivos

Marcapasos: Si/ Noy Fecha de implante:

DAI: Si/ Noy Fecha de implante:
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MSSI Cardiovascular

o Cambios en el grosor el musculo cardiaco:

= No 0 puntos

= Engrosamiento de pared 0 SIV 1 puntos

= HVI en ECG 6 puntos

» Miocardiopatia <15 mm 8 puntos

* Miocardiopatia severa >15 mm 12puntos
o Insuficiencia valvular:

= No 0 puntos

= S 1 puntos
o Anormalidades en ECG:

= No 0 puntos

= S 1 puntos
o Marcapasos:

= No 0 puntos

= Si 1 puntos
o Hipertension arterial:

= No 0 puntos

= S 1 puntos

TOTAL: ____ / 20 puntos

Datos ecocardiograficos

Hipertrofia VI en ecocardio (=13 mm): S/ / No Diametro AP de AI: ___ mm

Tipo de hipertrofia: Volumen de AI: __ ml

1. Concéntrica

2. Asimétrica

3. Apical
DTDVI: ___ mm
DTSVI: _ mm
SIV:  _ mm
PP: mm
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Grosor maximo: ____ mm

MasadeVI: __ gr

VTD: ml

VTS: ml

FE biplano: %

Diametro VD: mm V maxima de IT: m/s

Onda E: m/s Onda A: m/s TRIV: m/s TDE: m/s

Insuficiencia mitral mod-sev: Si/ No

Insuficiencia adrtica mod-sev: Si / No

AFECTACION RENAL

Enfermedad renal o proteinuria: S/ / No MSSI Renal: __ puntos
Microalbuminuria: Si / No Microalbuminuria: mg/24h
Cociente albumina/creatinina Creatinina (sangre): mg/d|
TFG (MDRD): __ ml/min/1.73 m2
Trasplante renal: Si/ No vy fecha del mismo:
Didlisis: Si/ No y fecha de inicio y fin de la misma:
MSSI Renal

o Evidencia de disfuncion renal:

= No 0 puntos
» Proteinuria 1 puntos

= Disfuncion tubular o TFG o AclCre disminuido 8 puntos
= Insuficiencia renal terminal (Cr>3.5 mg/dl) 12 puntos

= Dialisis 18 puntos

TOTAL: /18 puntos
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OTRAS MANIFESTACIONES CLINICAS

AIT o ACV previo: Si/ No
Angioqueratomas: Si/ No
Acroparestesias: Si/ No
Hipohidrosis: Si/ No
Intolerancia al calor: Si / No
Linfedema: Si/ No
Cornea verticilata: Si/ No

Alts gastrointestinales cronicas
(diarrea episoddica o dolor abdominal postprandrial):  Si / No
Hipoacusia y/o tinnitus: Si/ No

Hipotensidn postural: Si/ No
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MSSI Neuroloégico

o Tinnitus:
= No 0 puntos
= Medio 1 puntos
=  Severo 2 puntos
o Vértigo:
= No 0 puntos
= Medio 1 puntos
= Severo 2 puntos

o Acroparestesia:

= No 0 puntos
= QOcasional 1 puntos
= Crénico 2 puntos

o Fiebre por crisis de dolor:

= No 0 puntos

= S 1 puntos
o Cerebrovascular:

= No 0 puntos

= Lesiones isquémicas en RM/TC 1 puntos

= AIT o migrana 3 puntos

= ACV 5 puntos
o Depresion:

= No 0 puntos

= S 1 puntos
o Fatiga:

= No 0 puntos

= S 1 puntos
o Reduccion de actividad

= No 0 puntos

= S 1 puntos

TOTAL: /20 puntos
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MSSI Global

o Facies tipica:
= No
= Si
o Angioqueratoma:
= No
= Algunos
» Generalizados
o Edema:
= No
= Si
o Musculo esquelético:
= No
= Si
o Cornea verticilata
= No
= Si
o Diaforesis:
= No
» Hipo/Hiperhidrosis
= Anhidrosis
o Dolor abdominal:
= No
= Si
o Diarrea/Estrenimiento
= No
= Si
o Hemorroides:
= No
= Si
o Pulmonar
= No
= Si
o Clasificacion NYHA:
= No
» Clasel
» Clase Il
» Clase III
» C(Clase IV

TOTAL: /18 puntos
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9.2 Anexo Il. Certificado de autorizaciéon del proyecto del Comité Etico de
Investigacion Clinica de los diferentes hospitales

SCCEINERALITAT [yt i
§VI\HNCIANA Hissi. dpRimman

CERTIFICADO DE AUTORIZACION

Mediante el presente certificado, se autoriza a D. Vicente Eduardo Climent Paya, con DNI
21489137, miembro del Servicio de Cardiologia del Hospital General Universitario de Alicante, a
que colabore en el proyecto con titulo “Afectacién miocardica en pacientes con enfermedad
de Fabry sin expresién fenotipica. Valor diagnéstico de los biomarcadores” - 2017-125,
cuyo investigador principal es D. Francisco Marin Ortufio, del Departamento/Servicio de
Cardiologia del Hospital de la Arrixaca

La actividad se desarrollaria fuera de la jornada de trabajo que actualmente presta en el Hospital
General Universitario de Alicante como investigador.

Esta colaboracion se produce de acuerdo con lo establecido en la Ley 14/2011, de 1 de junio, de la
Ciencia, la Tecnologia y la Innovacion.

Y para que asi conste, a los efectos oportunos, lo firman en Alicante, a 7 de abril de 2017.

Gerente

Fdo. D. Miguel Angel X’cia Alonso
Hospital General Universitario de Alicante l
v-\ Alicante

9% ~enil 1 Fundadén Fisablo
s’ GENERALITAI knshiie da owedtigod
Sonitorie y Blombdico ¢
Wl 1SADIAL

X VALENCIANA

C.L.F: 698073760

Fd . José Sanch a
Director co

Instituto de Investigacién Sanitaria y Biomédica de Alicante (ISABIAL) - FISABIO

204



Anexo

oS Urinvaca

Murciano
de Salud Hospital Universitario

"Virgen de la Arrixaca"

Cira. Madrid - Cartagena » Tell. 968 36 95 00
30120 EI Palmar (Murcia)

Dr. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

19, Que el CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunion del dia 27/09/2010, acta 08/10 ha evaluado la
propuesta del investigador Dr. Francisco Marin Ortufio referida al estudio:

Titulo: Afectacién miocardica en pacientes con enfermedad de Fabry sin expresion fenotipica. Valor diagnéstico de
los biomarcadores.

19, Considera que

- El ensayo se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica y su

realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

- La capacidad del Investigador Dr. Francisco Marin Ortufio y los medios disponibles son apropiados para
llevar a cabo el estudio.

29, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

Lo que firmo en Murcia, a 27 de septiembre de 2010

Fdo:

Dr. Antonio Pifiero Madrona L —MURCI ?
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca 3
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9.3 Documento de informacién al paciente y consentimiento informado

del estudio

PACIENTE

Apellidos: Nombre:

Direccion: Ciudad: CP:
Teléfono: DNI:

N° Historia Clinica: Fecha:

AFECTACION MIOCARDICA EN PACIENTES CON ENFERMEDAD DE
FABRY SIN EXPRESION FENOTIPICA. VALOR DIAGNOSTICO DE LOS
BIOMARCADORES.

Informacién general:

La variante cardiaca de la enfermedad de Fabry es una cardiopatia rara que se
presenta en 1/50000 individuos, diagnosticandose generalmente en estados
avanzados de la enfermedad debido a que presenta caracteristicas clinicas
similares a la miocardiopatia hipertrofica, 1o que suele dificultar su correcto
diagndstico.

En la enfermedad de Fabry tiene lugar un proceso de cambios progresivos en el
miocardio, que conlleva al desarrollo de fibrosis y posterior deterioro de la funcion
cardiaca.

Finalidad:

Nos proponemos evaluar la utilidad de diferentes biomarcadores en el
diagndstico de esta cardiopatia, lo que permitira el diagndstico precoz, clave para
establecer terapias tempranas o intensificar el seguimiento de los pacientes.

Es posible que de su participacion en este estudio no obtenga un beneficio
directo. Sin embargo, la identificacion de estos biomarcadores relacionados con
la enfermedad de Fabry, podria beneficiar en un futuro a otros pacientes que la
padecen y podria contribuir a un mejor conocimiento y tratamiento de esta
enfermedad.
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Descripcion:

Una vez que usted acepte entrar en el estudio, efectuaremos una analitica, con
la unica molestia que supone la extraccién de sangre de una vena del brazo. En
dicha muestra analizaremos marcadores de dafo endotelial, celular y fibrosis.
También se realizara el estudio genético para conocer los familiares portadores
de la mutacion conocida de la enfermedad de Fabry.

Recogeremos ademas los datos clinicos necesarios asi como la presencia de
otros factores de riesgo cardiovascular (tabaco, diabetes, hipertension).

Se le pide su consentimiento para que:
Acepte que la sangre extraida se utilice para:

1. Estudiar la presencia de la mutacion en los portadores sin manifestaciones
clinicas de la enfermedad. Estudio de biomarcadores de fibrosis, remodelado
tisular y dafio celular.

2. Estudiar la presencia de afectacion miocardica en pacientes con Fabry
portadores de polimorfismos asociados a la enfermedad. Estudio de
biomarcadores de fibrosis, remodelado tisular y dafo celular.

3. Acepte que las muestras biolodgicas recogidas puedan ser depositadas en un
banco de tejidos o seroteca.

El interés de los objetivos se basa en el desarrollo de un método rapido y no
invasivo donde los biomarcadores analizados de sangre periférica ayudaran a
los clinicos a establecer cuando los pacientes pueden estar comenzando a
expresar la enfermedad (incluso sin manifestacion clinica evidente). Esto es de
vital importancia en individuos sin criterios fenotipicos de enfermedad, porque
podria ayudar a decidir cuando debe comenzarse el tratamiento de
reemplazamiento enzimatico.

Se le solicita que almacenemos los datos recogidos en soporte informatico y se
conservara una muestra de su sangre congelada por si fuera necesario un
analisis posterior. EI médico responsable del estudio garantiza la absoluta
confidencialidad de estos datos y de que no se utilizaran con ningun otro objetivo
diferente al que le estamos explicando. Dado que manejaremos informacién
genética se extremaran todas las medidas para mantener la confidencialidad.
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Por otra parte, dada la necesidad de la extraccion de sangre, en el momento de
la aspiracion puede notar algo de dolor pero que después no le tiene que producir
ninguna molestia. En la zona donde se le ha realizado la prueba, puede quedar
un hematoma o cardenal pasajero. En cualquier caso, intentaremos aprovechar
el momento en que a usted le hagan otras extracciones sanguineas dentro de la
practica clinica habitual, necesarias para el correcto tratamiento de la patologia
que padece.

Declaracion del médico de que ha informado debidamente al paciente

Nombre: . . ... e Firma:

Declaracion del paciente,

YO..iooieeriii i dheesiin e cissimn astinneeeseeeeeenend i B8 declaro que he leido la informacion
sobre el estudio y que acepto voluntariamente a participar en él. Aceptando que
se determine en las muestras extraidas diferentes marcadores relacionados con
la enfermedad de Fabry, manteniendo siempre la confidencialidad de mis datos
personales y no pudiendo ser utilizado para otro objeto distinto del arriba
expuesto.

Nombre: . . ... e Firma:
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9.4 Anexo IV. Produccion cientifica durante la realizacion de la tesis

-Clues for early diagnosis of Fabry disease in the clinic.
Available from:

https://www.researchgate.net/publication/303837580 Clues for early diagnosi
s of Fabry disease in the clinic

SUMMARY:

Fabry disease (FD) is a progressive storage disorder causing principally
ventricular hypertrophy, renal failure and stroke. Given the potential benefits of
early treatment, early diagnosis to modify the natural history of the disease is
desirable. Recognizing the manifestations may be challenging, but the general
cardiologist should keep in mind FD when a diagnosis of hypertrophic
cardiomyopathy is done, whether the patient presents the classic symptoms as if
only presents left ventricular hypertrophy. Diagnosis is confirmed using a
combination of biochemical and molecular testing. Cardiac early diagnostic,
focused on myocardial fibrosis, is frequently difficult and a comprehensive
diagnostic approach is necessary.

AUTHORS: Jessica Sanchez-Quifiones, MD, Vicente Climent-Paya, MD,
Francisco Marin, MD.

-Biomarkers of organ affectation in Fabry disease. MANUSCRITO EN
FASE FINAL DE ESCRITURA.

AUTHORS: Diana Hernandez-Romero, Jessica Sanchez-Quifiones, Juan
Antonio Vilchez, Gonzalo de la Morena, Gregory YH Lip, Vicente Climent, and
Francisco Marin.
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