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“La ciencia se compone de errores, que a su vez, son los pasos hacia
la verdad”
Sdcrates (470 aC — 399 aC)

“La ciencia es un cetro en ciertas manos, al paso que en otras tan
solo es un palitroque”
Michel Eyguen de Montaigne (1533-1592)

“La ignorancia afirma o niega rotundamente; la ciencia duda”.
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como una oportunidad para penetrar en el bello y
maravilloso mundo del saber”

Albert Einstein (1879-1955)

“La ciencia, a pesar de sus progresos increibles, no puede ni
podra nunca explicarlo todo. Cada vez ganara nuevas zonas a lo
que hoy parece inexplicable. Pero las rayas fronterizas del saber,

por muy lejos que se eleven, tendran siempre delante un
infinito mundo de misterio”
Gregorio Marasion (1887-1960)



ABREVIATURAS

ABC = area bajo la curva

ANP = péptido natriurético auricular

ARA 1I = antagonistas de los receptores de angiotensina tipo 11
ATD = area en telediastole del ventriculo izquierdo

ATS = area en telesistole del ventriculo izquierdo

BIG ET-1 = big endotelina-1

BNP = péptido natriurético tipo B

CNP = péptido natriurético tipo C

CNT = control

DNP = péptido natriurético tipo D

DPAYV = desplazamiento del plano auriculoventricular

DDVI = disfuncion diastélica del ventriculo izquierdo

DSVI = disfuncioén sistélica del ventriculo izquierdo

DTD = didametro telediastélico del ventriculo izquierdo

DTS = diametro telesistolico del ventriculo izquierdo

eFFGR = estimaci6n del filtrado glomerular renal

E/A = cociente de la velocidad de llenado temprano y tardio en diastole de VI
FCA = fraccién de cambio del 4rea del ventriculo izquierdo

FE = fraccién de eyeccion

HT = hipertension

HVI = hipertrofia ventricular izquierda

IATD = indice del 4rea en telediastélico del ventriculo izquierdo
IATS = indice del 4rea telesistélico del ventriculo izquierdo

1C = insuficiencia cardiaca

IECA = inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
IMC = indice de masa corporal

IMVI = indice de masa del ventriculo izquierdo

IVTD = indice del volumen telediastélico del ventriculo izquierdo
IVTS = indice del volumen telesistélico del ventriculo izquierdo
MCD = miocardiopatia dilatada

MCI = miocardiopatia isquémica

NT-proANP = fragmento amino terminal de ANP
NT-proBNP = fragmento amino terminal de BNP

NYHA = New York Heart Association

PN = péptidos natriuréticos

ProBNP= molécula precursora de BNP



ROC = receiver operating characteristic curve

RPN = receptor péptido natriurético

RVm = velocidad maxima de relajacion

TD = tiempo de deceleracién

VI = ventriculo izquierdo

Vp = velocidad de propagacion del flujo mitral

VPN = valor predictivo negativo

VPP = valor predictivo positivo

VTD = volumen telediastélico del ventriculo izquierdo

VTS = volumen telesistélico del ventriculo izquierdo



PREAMBULO

La insuficiencia cardiaca (IC) es una de las patologias cardiacas cuya
incidencia y prevalencia han aumentado mas en los dultimos afios,
convirtiéndose en una auténtica “epidemia cardiovascular”. Es previsible que
este incremento se mantenga debido al progresivo envejecimiento de la
poblacién y a los avances en el tratamiento de las patologias cardiovasculares
que conducen a la IC como estadio final de su evolucién, y que llevan a una
mayor supervivencia de estos pacientes. Ademas, aunque se han producido
importantes progresos en el diagnéstico y tratamiento farmacolégico de este
problema sanitario en los dltimos afios, la mortalidad y morbilidad de este
sindrome siguen siendo muy elevadas, con altas tasas de ingresos hospitalarios
y un elevado coste econémico para los sistemas de salud. La precision
diagnostica en la IC, utilizando sélo medios clinicos, es inadecuada,
especialmente en mujeres, individuos ancianos y obesos. Para estudiar
apropiadamente la epidemiologfa y el tratamiento de la IC, es preciso
minimizar o evitar por completo los errores en el diagnéstico. Por todo ello, la
investigacion basica y clinica de la IC es muy importante para mejorar el

pronostico de estos pacientes.
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I. INTRODUCCION

“El corazon tiene aproximadamente la forma de una pirdmide y su color es rojo intenso.
Esti rodeado de una capa fina, hay en ella un poco de liguido, parecido a la orina. Esto es
ast con el fin de que pueda moverse... Tiene dos ventriculos separados dentro del mismo
envoltorio, y en nada se parecen entre si. Uno se encuentra en la parte derecha, en contacto
con una abertura de entrada comunicandose con una de las dos venas... Este primer
ventriculo es muy amplio y mucho mas blando que el otfro, mientras que el otro ventriculo estd
mds bien en la parte inferior, a la altura aproximadamente de la tetilla izquierda, como
revelan los latidos. Tiene una cubierta gruesa... Los dos ventriculos son rugosos por dentro,
como si estuvieran carcomidos; mds el lado izquierdo que el derecho, porque el calor
inmanente del corazon no estd en el lado derecho; de modo que es extrario que sea mis dspero
el lado izquierdo, que esti lleno de ese calor concentrado. Esta es la razon también por la
que estd construido con paredes mds gruesas, para conservar la fuerza del calor”

Descripcion del corazon
“De corde” (Sobre el Corazon) (11 a.C -1 a.C)
Hipdcrates (hacia 469-399 a.C)

17



. INTRODUCCION

1. INSUFICIENCIA CARDIACA

1.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

1.1.1. Prevalencia e incidencia

La insuficiencia cardiaca (IC) es un sindrome clinico muy frecuente que
representa un destino final comin en la mayorfa de cardiopatias. Su
importancia sociosanitaria es cada vez mayor debido sobretodo a su alta
prevalencia y elevada morbimortalidad (Cowie ez @/, 1997, Massie & Shah
1996). En los paises industrializados presenta una prevalencia de 10 casos por
mil de habitantes y una incidencia de 2 casos por mil (Levy ez al, 2002,
Rodriguez-Artalejo ez al., 2004). Ello se debe, por un lado, al envejecimiento de
la poblacién general y, por otro, a que los pacientes con diferentes tipos de
patologia cardiovascular, incluyendo IC, tienen una mayor supervivencia
gracias a la disponibilidad de mejores tratamientos (Massi & Shah 1996,
Cleland e7 al., 1999). Ademas, en los paises desarrollados se esta produciendo
una epidemia de obesidad y diabetes tipo II, factores de riesgo de IC, que
aumentan su incidencia (Solang ez a/, 1999 , Chobanian e# al., 2003).

1.1.2. Pronoéstico

La ausencia de buenos criterios diagndsticos y de tratamientos eficaces
para la IC, hasta hace relativamente poco tiempo, otorgan a esta patologia
graves implicaciones prondsticas, con una mortalidad elevada a corto plazo,
incluso superior a la mayorfa de las neoplasias malignas. Asi, datos del estudio
Framingham revelan que la mortalidad a 5 y 10 afios es del 65% y 85% en
varones y del 47% y 71% en mujeres, cuando la mortalidad media de todos los
canceres es del 50% (Ho ¢ al., 1993a). La mortalidad del primer ano depende
de los sintomas: asi en los pacientes con disfuncion ventricular asintomatica o
IC leve NYHA I — II) es del 10-30% (Cohn ez al, 1991), en la moderada
(NYHA III) es del 30—40% (Bangdiwala ez a/, 1991) y en la grave (NYHA IV)
es del 50% (The CONSENSUS 1987). Los estudios estadisticos coinciden en
afirmar que a 5 afios de la iniciacion del “cuadro clinico” sélo sobrevive el 50%
de los pacientes (Ho et al, 1993b). Ademas, y desde el punto de vista
economico, las hospitalizaciones por complicaciones de la enfermedad son

muy frecuentes, significando altos costes econémicos y de atencion sanitaria.
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En Espafia, la IC causa 80.000 ingresos hospitalarios por ano, los

cuales representan del 5 al 10% de los ingresos en personas mayores de 65
afios, con un aumento significativo en la dltima década (Rodriguez-Artalejo ez
al, 1997, Cortina et al., 2001). Por otro lado, la IC es la tercera causa de
mortalidad por enfermedad cardiovascular en Espafia, causando el 25% de los
fallecimientos (Boix- Martinez ez al, 2002). Ademas, dado su curso crénico, la
IC representa hasta el 2% del coste sanitario total, del cual el 65% se refiere al

periodo de hospitalizacion (Rodriguez-Artalejo e al, 2004).

1.1.3. Etiologia

En 1980, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) junto con la
World Health Federation (WHF) establecieron un consenso para la definiciéon y

nomenclatura de las miocardiopatias. El documento se bas6 en dos principios:

1- Las enfermedades del miocardio debian distinguirse segin su causa fuese
conocida o desconocida; el término wiocardiopatia se defini6 como
“enfermedad del musculo cardfaco de causa desconocida”, distinguiéndose
de las enfermedades especificas del miisculo cardiaco de causa conocida o asociadas

a desoérdenes de otros sistemas (Brandeburg ez /., 1980).

2- La disfuncién cardiaca causada por hipertension sistémica o pulmonar,
valvulopatias, o anormalidades cardiacas congénitas fueron excluidas tanto

del grupo de miocardiopatias como de enfermedades especificas del miisculo cardiaco.

Con un mayor conocimiento de la etiologia y patogénesis, las
mitocardigpatias son definidas actualmente como “enfermedades del miocardio
asociadas a la disfuncion cardiaca” (Richardson ef /., 1996). La Tabla 1 muestra

las causas y factores mas frecuentes de IC (de la Serna 2004).

En occidente estaba establecido que las causas etiologicas principales
de IC eran la enfermedad coronaria (EC) y la hipertension (HT), mientras que
en el Tercer Mundo eran la fiebre reumatica, las infecciones y las enfermedades
relacionadas con la nutricién (Tavazzi 2001). Actualmente se observa un
aumento de la incidencia de la miocardiopatia isquémica, junto con la
disminucién en HT y valvulopatias. En el estudio Framingham la combinacion
de EC con HT representaba el 40% de las causas de IC y el 35% de los casos
de IC tenfan en su origen la HT (Kannel ez a/, 1972). Al comparar el estudio
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Framingham con estudios mas recientes, como el SOLVD (Bangdiwala ez a,

1992), se observa que en éste casi el 70% de los casos fueron de etiologia

isquémica, y sélo un 7% atribuibles a la HT. En una revisién realizada por

Teetlink JR y col. (1991) se observa que la HT es la causa primaria de 1C en

solo el 4% de los pacientes, mientras que en sujetos hospitalizados es el 16%.

El tratamiento efectivo de HT, con la disminucién de hipertrofia ventricular

izquierda, producia su disminucién como factor causal (Schmieder ez a/, 1996).

Tabla 1. Clasificacion etiolégica de la insuficiencia cardiaca.

1. Alteracién hemodindmica ventricular
a. Sobrecarga de presion
i.  Hipertension arterial sistémica
ii. Estenosis adrtica
ili. Coartacién de aorta
b. Sobrecarga de volumen
i. Insuficiencias valvulares
* Alteraciones propias de valvulas
* Dilatacién ventricular o dilatacién por
aneurisma con distorsién aparato
subvalvular (remodelado)
* Dilatacion de la raiz adrtica o pulmonar
ii.  Fistulas arterio-venosas
c. Alteraciéon llenado ventricular
(Disfuncion diastolica)
i. Estenosis valvula auriculo-ventricular
ii. Sindromes pericardicos:
* Constriccién
* Taponamiento pericardico
iii. Restriccion del llenado
* Miocardiopatias restrictivas y fibrosis
endocardica
* Rigidez de cimara
* Rigidez miocardica

2. Alteracion de la funcionalidad miocirdica
a. Lesiones miocardicas e intersticiales
i. Infarto de miocardio
ii. Miocardiopatias
* Hipertrofica
* Idiopatica dilatada
e Dilatada secundaria:
a. Infecciosas
b. Téxicas

®

c. Restrictivas

d. Enfermedades
metabolicas
Enfermedad endocrina
Colagenopatias,
inmunopatias
Hemocromatosis
Sarcoidosis
Toxoplasmosis
Micoplasma
Hipocalcemia
Hipofosfatemia
Deficiencia carnitina
Deficiencia selenio
Peripartum

ili. Miocarditis

iv. Pérdidas de miocitos

™o

opg T FT PR

* Necrosis
* Apoptosis
v. Remodelado
¢ Fibrosis intersticial
vi. Daflo miocardico en
enfermedad sistémica y uso
de drogas
* Neuroldgicas
e Tumorales
e Toxicas
Alteracion contractilidad
i. Corazén atontado
ii. Corazén hibernado
Arritmias
Bradiarritmias
Taquiarritmias

Modjficada: de la Serna F. Epidemiologia de la insuficiencia cardiaca. Federacion Argentina de Cardiologia 2004, pag: 1-9.
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En conclusién, podemos decir que la incidencia de enfermedad
isquémica y la edad promedio de supervivencia aumentan, haciendo suponer
que la prevalencia de IC, de origen isquémico, crecera en las préximas décadas.
Asi, la prevenciéon primaria y secundaria de la enfermedad miocardica por
isquemia son objetivos de primer orden para el mantenimiento y control de la
salud publica (Bardaji e a/, 2008).

1.2. DEFINICION

Desde un punto de vista conceptual la insuficiencia cardfaca (IC) fue

definida por la OMS como “la situacion fisiopatoligica en la cual el corazon es incapazg;
de bombear la sangre (y como consecuencia nutrientes, como el oxigeno) en una cantidad
Suficiente para abastecer las necesidades metabilicas de los tejidos en reposo o durante el
gercicio, a pesar de haber recibido un retorno venoso adecnado” (Brandeburg e al., 1980).
Mas recientemente, el National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI) ha
establecido que: “Existe IC cuando una anormalidad de la funcion cardiaca provoca que
el corazon falle en bombear sangre en la tasa requerida por los tejidos para su metabolismo o
cuando el corazon sélo puede bacerlo en presencia de una elevada presion de lenado. La
incapacidad del corazin de bombear una cantidad suficiente de sangre puede deberse a un
defectnoso llenado cardiaco y/o a una contraccion o vaciado dificultoso. Los mecanismos
compensatorios aumentan el lenado, la frecuencia cardiaca, y la masa muscular cardiaca
para mantener la tasa de bombeo y cansar una redistribucion del flujo. Sin embargo — pese a
los mecanismos compensadores — la capacidad del corazon para contraerse y relajarse declina

progresivamente, y la IC empeora”. (Givertz et al., 2001).

Desde un punto de vista clinico el Grupo de Trabajo de la Sociedad
Europea de Cardiologia (ESC) ha definido la IC por la presencia de una serie
de manifestaciones clinicas que ayudan a establecer el diagnéstico: “/
insuficiencia cardiaca es un sindrome en el que los pacientes presentan sintomas clinicos,
tipicamente falta de aire o fatiga tanto en reposo como durante el ejercicio, signos de retencion
de fluidos, como congestion pulmonar o inflamacion de tobillos y evidencia objetiva de una
anormalidad de la estructura y funcion del corazin en reposo” (Swedberg et al, 2005;
Dickstein e# al., 2008).

Ademas de la definicion “global” de IC, hay que destacar otros
términos importantes que se utilizan para describir diferentes tipos de IC,

como son la insuficiencia cardfaca aguda o crénica, y la insuficiencia cardiaca
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sistélica frente a la diastdlica. La insuficiencia cardiaca aguda, se caracteriza por
una rapida aparicion de sintomas y signos relacionados con una funciéon
cardfaca anormal, pudiendo ocurrir con o sin previa enfermedad cardiaca. La

insuficiencia cardfaca cronica es la forma mas comun de insuficiencia cardiaca y

cuya definicibn hemos comentado anteriormente. La insuficiencia cardiaca

sistélica se define por la presencia de una alteraciéon de la contractilidad
ventricular, que se pone de manifiesto con una disminucién del volumen de
eyeccion (fraccion de eyeccion (FE) <40%). Y, finalmente, en la insuficiencia

cardiaca diastélica existe un problema en la relajacion de los ventriculos que

compromete el llenado. En la mayoria de los casos, ambas no deben
considerarse como entidades fisiopatologicas separadas; en casos de IC
sistolica casi siempre hay un grado menor o mayor de disfuncion diastolica.
Los pacientes que presentan IC diastdlica son personas ancianas,
mayoritariamente mujeres, con obesidad, hipertension y diabetes (McMurray e#
al., 2004, Swedberg ez al., 2005).

1.3. DIAGNOSTICO

La insuficiencia cardiaca como hemos visto es la via final comun de
muchos procesos y se manifiesta como un sindrome clinico también comun,
por tanto la evaluacion del paciente con sospecha de IC (con o sin disfunciéon

ventricular), requiere confirmar hasta cuatro diagnésticos diferentes:

1) Diagnostico sindromico, es el que establece con seguridad el
diagnostico de IC en el paciente; para ello se basa en una serie de métodos
(signos y sintomas clinicos, exploracion fisica...) que evalian objetivamente la

funcién ventriculat.

2) Diagnéstico fisiopatologico, que permite distinguir si la IC se debe a
un fallo sistélico o diastélico, para lo que se hacen imprescindibles técnicas
diagnoésticas adicionales, como por ejemplo la ecocardiografia, o cardiologia

nucleat.

3) Diagnéstico etioldgico, que debe identificar las causas pero, ademas,
asi como tener en cuenta los factores agravantes y desencadenantes de la IC,

sobre todo en los casos potencialmente corregibles; y
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4) Diagnéstico funcional, valora la gravedad de la IC en funcién de la
tolerancia al esfuerzo del paciente. Este ultimo se basa en la clasificacion
funcional de IC (clase funcional de I a IV) de la”New York Heart Association”
(INYHA) y en la nueva clasificacion en cuatro estadios de evolucion vy
progresion de la IC desarrollada por el Grupo de Trabajo de la “American Heart
Association” y de la “American College of Cardiology” (Hunt et al., 2005).

La ESC ha desarrollado un algoritmo diagndstico que deberia realizarse
en aquellos pacientes con sospecha de IC (Swedberg ez 4/, 2005) (Fig. 1). Todo

paciente con sintomas de IC deberia someterse a un estudio que incluyese:

a) Historia clinica. Los signos y sintomas clinicos son importantes ya que

alertan al clinico sobre la posibilidad de que exista IC. La disnea, ortopnea,
antecedentes de edema y fatiga, son sintomas y signos caracteristicos, pero
dificiles de interpretar en pacientes ancianos, obesos y mujeres, debido a una
sensibilidad, especificidad y valor predictivo bajos (Guindo 2004).

b) Exploracién fisica. Dentro de los signos exploratorios encontramos los

que aparecen en el aparato cardiovascular (ingurgitaciéon yugular, “ritmo de
galope”, “tercer ruido”...), y los que aparecen en otros 6rganos (crepitantes y
sibilancias pulmonares, hepatomegalia, ictericia, ascitis, edemas periféricos...).

c¢) Hematologia y bioquimica. Son inespecificos, pero un paciente con 1C
suele ir acompafnado de alteracion en enzimas hepaticas y factores de
coagulacion. También se debe hacer una hemograma, ya que la anemia es una
factor desencadenante o contribuye a la existencia de IC (Horwich ez al., 2002),
ademas de una determinacion de urea y creatinina plasmatica.

d) Electrocardiograma (ECG). Un ECG normal sugiere que el diagndstico
de IC no es posible, mientras que un ECG anormal tiene un valor predictivo
pequefio para la presencia de IC.

e) Radiografia de térax. Es util en la detecciéon de cardiomegalia y

congestion pulmonar, sin embargo solo tiene valor predictivo en el contexto de
signos y sintomas tipicos y con un ECG anormal.

f) Ecocardiografia-Doppler. Es el “patron de oro” en el diagnéstico de

IC. Es util para evaluar la funcién ventricular, la etiologfa de la cardiopatia
subyacente, y estudios consecutivos informan sobre la utilidad del tratamiento.

g) DPéptidos natriuréticos. Las concentraciones plasmaticas de algunos

péptidos natriuréticos y sus precursores, especialmente el péptido natriurético
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tipo B (BNP) y su extremo N-terminal (NT-proBNP), son dutiles en el
diagnoéstico de la IC. Una concentracion plasmatica normal o baja en pacientes
no tratados hace poco probable que la IC sea la causa de los sintomas.

h) Estudios adicionales. I.a resonancia magnética nuclear, que permite

analizar la anatomia cardiovascular, la funcién ventricular y la detecciéon de
necrosis, y la cardiologia nuclear (ventriculografia isotopica), que estudia la
contractilidad ventricular y la detecciéon de isquemia; ademas de funcion

pulmonar y prueba de esfuerzo. Y, finalmente las pruebas invasivas, como

cateterismo cardiaco o angiografia coronaria, principales métodos para evaluar
las alteraciones coronarias; asi como, el intervencionismo coronario percutaneo
(angioplastia, stent...) que permite tratar eficazmente a un porcentaje muy

elevado de estos pacientes.

Sospecha de disfuncién VI Sospecha de insuficiencia cardiaca
debida a los signos debida a los sintomas y signos
\ /
Evaluar la presencia de enfermedad cardiaca
mediante ECG, radiograffa de térax o E—
péptidos natriuréticos “(si es posible)”

¢ : | Resultados normales
| Resultados anormales | l
¢ Insuficiencia cardiaca

Imagen por ecocardiografia o disfuncién VI
(angiografia nuclear, o RM, poco probables
si estan disponibles)

v

| Resultados anormales |

¢ Pruebas diagnoésticas
Evaluar etiologfa, gravedad, factores adicionales cuando
desencadenantes y tipo de disfuncién sea necesatio
(angiografia coronaria)

[ Eleccién del tratamiento |

Figura 1. Algoritmo para el diagndstico de insuficiencia cardiaca o disfuncién ventricular.
ECG: electrocardiograma; RM: resonancia magnética; VI: ventriculo izquierdo. (Modificada de:
Swedberg et al., Eur Heart | 2005, 26:1115-40).
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Las dltimas Guias de la ESC (Dickstein e# a/, 2008) mantienen la
estructura del algoritmo diagnostico de IC del 2005, enfatizando el papel de los
péptidos natriuréticos (BNP y NT-proBNP), estableciéndose unos rangos de
valores: BNP <100 - >400 pg/mL, y NT-proBNP <400 - >2000 pg/mlL, para

un diagndéstico poco o muy probable de este sindrome.

En conclusién, para alcanzar el diagnéstico optimo de insuficiencia
cardiaca se deben cumplir los criterios aceptados en su definicion, deben de
existir los signos y sintomas propios de la enfermedad y la evidencia objetiva de
disfunciéon ventricular; ademas, deben descartarse otros procesos que

conduzcan a la misma sintomatologfa.

1.4. FISIOPATOLOGIA

Entender la insuficiencia cardfaca (IC) como un conjunto de signos y
sintomas causados por un inadecuado funcionamiento del corazon, enfoca solo
un aspecto de la fisiopatologia de este sindrome. Actualmente, una red
compleja de alteraciones estructurales, funcionales y biolégicas explican la
naturaleza progresiva de la IC y la eficacia o fracaso de las distintas terapias

empleadas.

El proceso dinamico por el cual la disfuncién ventricular evoluciona
hacia insuficiencia cardiaca se caracteriza por una fase inicial, en la que se
produce un dafio miocardico, ya sea de forma directa (enfermedad cardiaca
ateroesclerotica, miocardiopatia y/o miocarditis, estados de déficit de
vitaminas...), a través de sobrecarga ventricular volumétrica (regurgitacion,
defecto del septo interventricular...) o por sobrecarga de presion (estenosis
adrtica, hipertension sistémica, estenosis pulmonar...), incluso a través de una
restriccion de llenado ventricular (estenosis mitral, pericarditis constrictiva o
miocardiopatia restrictiva) (Guindo 2004), que conducen a un descenso del
gasto cardiaco y a un aumento de la presiéon venosa, dando lugar a alteraciones
hemodinamicas que activan una serie de “wecanismos de compensacion” (Packer
1992, Bolger ez al., 2002). El objetivo de estos mecanismos es aumentar el gasto
cardiaco y mantener la presion arterial, asegurando la perfusion a los 6rganos

vitales como el cerebro y corazén. Ello hace posible que con una afectacion
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importante de la capacidad contractil del corazén pueda mantenerse un gasto

cardiaco normal, al menos en reposo.

Uno de estos mecanismos de compensacion es el modelo
hemodinamico, el cual enuncia que: “La IC progresa porque el estrés hemodindmico
gjerce un efecto perjudicial sobre la circulacion; de esa forma cualquier pérdida de miocardio
viable se acomparia de anmento de la presion telediastolica y del volumen telediastélico como
Sforma de mantener el volumen sistlico cuando la fraccion de eyeccion esti reducida. El
anmento de las cargas cardiacas (pre- y post-) es un estrés importante para estos pacientes con
IC” (Katz 2000). Es decir, el mecanismo compensador implica sobrecargas de
volumen y presiéon que van causando alteraciones en la geometria del
ventriculo, que conducen a una fase silente de dilatacién ventricular progresiva
en la que, ademas de factores fisicos, intervienen factores neurohormonales
activados tanto a nivel sistémico como tisular. La hipétesis neurohormonal
constituye otro mecanismo de compensacion: “La IC progresa porque sistemas
neurohormonales activados por un dasio inicial al corazon ejercen un efecto perjudicial sobre la
cireulacion (vasoconstriccion y retencion de sodio y agna). El efecto se presenta porque la
activacion neunrobormonal incrementa las anormalidades hemodindmicas de la 1C o porgue

tal activacion ejerce un efecto toxico directo sobre el miocardio” (Packer 1992).

Este intento del corazén por adaptarse y compensar el dafo
miocardico se conoce como “remodelado ventricular”. Proceso por el cual fuerzas
fisicas  (modelo  hemodindmico), factores  hormonales  (activacion
neurohormonal) y, posiblemente factores genéticos, alteran el tamafio, forma y
funcién del ventriculo, produciendo dilatacion, hipertrofia y reestructuracion

ventricular progresiva.

El remodelado ocurre bajo diversas condiciones clinicas y depende de
la etiologfa del proceso; es distinto el grado de deformaciéon miocardica que
puede observarse después de un infarto de miocardio, de la reestructuracion
que se presenta en la hipertensiéon arterial, miocardiopatia o incluso en
determinadas valvulopatias (Jessup & Brozena 2003). Por ejemplo, después de
un infarto agudo de miocardio, la pérdida de miocitos resulta en unas
condiciones de carga anormales que envuelven no sélo al borde de la zona de
infarto, sino también al miocardio mas lejano. Estas condiciones de carga
anormales producen dilatacién y cambio en la forma del ventriculo,

convirtiéndose en mas esférico, asi como también causa hipertrofia. El
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remodelado continua meses después del dafio inicial, y el cambio en la forma
del ventriculo se hace deletéreo para la funciéon global del corazén (Fig. 2A)
(Pfeffer & Braunwald 1990, Sutton & Sharpe 2000). En la miocardiopatia, el
proceso de dilatacion e hipertrofia ocurre sin el aparente dano del miocardio
inicial que se observa después de un infarto de miocardio (Fig. 2B). En general,
el remodelado ventricular se caracteriza por hipertrofia, pérdida de miocitos, y

un aumento de la fibrosis intersticial.

En conclusion, el modelo hemodinamico de la IC enfatiza el efecto de
una carga alterada sobre el ventriculo dafiado y el efecto de los vasodilatadores
y agentes inotropicos. Mientras que el modelo neurohormonal reconoce la
importancia de la activacion del sistema nervioso simpatico (Bohm 1995, Cohn
et al, 1984), del eje renina-angiotensina-aldosterona (Crackower ez al, 2002,
Webber ¢z al., 2001), de la presencia de arginina-vasopresina (Chatterjee 2005),
y a nivel endotelial de la activacion de mediadores vasoconstrictores como la
endotelina (ET) (Wei e al, 1994, Levin ef al, 1995). La respuesta
contrarreguladora viene mediada por los péptidos natriuréticos liberados en el
propio corazén (Levin ef al, 1998, Osca et al, 2002), la adrenomedulina
(Pousset 2000) y el 6xido nitrico (Ferrari et al., 1998, Lopez-Farré & Casado
2001). Ademas, también se activa una respuesta inflamatoria con liberaciéon de
citocinas (Finkel ez al., 1992) y factores de crecimiento (Levine ez al, 1990) que
contribuyen a la hipertrofia, a la pérdida de miocitos por apoptosis y, en
definitiva, llevan a la disfuncién ventricular progresiva. Por ello, estos
mecanismos de compensacion resultan perjudiciales a medio y largo plazo, ya
que estimulan el remodelado ventricular. De esta manera se crea un circulo
vicioso en el que el dafio miocardico inicial crea una sobrecarga hemodinamica
que estimula la aparicién de una respuesta biolégica que a su vez es la
responsable de una mayor disfuncién cardiaca. Como resultado de todos estos
mecanismos el paciente con IC tiene una gran cantidad de “mediadores”, que
circulan en concentraciones elevadas, que podrian servir como “marcadores”
de la situacién clinica, de su evolucién o incluso del pronéstico y respuesta al

tratamiento.
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A  Remodelado ventricular tras IAM

Infarto inicial Expansion del infarto Remodelado global
(horas - dias) (dias - meses)

B Remodelado ventricular en la IC diastdlica y sistdlica

Corazdn sano Corazon hipertrofi;'ado Corazon dilatado
(IC diastélica) (IC sistélica)

Figura 2. Remodelado ventricular después de un infarto agudo de miocardio (IAM)
(A) y en la insuficiencia cardiaca (IC) sistélica y diastélica (B). En el caso de un IAM, en
la figura infarto apical, no hay cambios clinicos significantes a nivel de la geometria
ventricular (A). En un intervalo de horas a dias, el 4rea del miocardio afectada por el
infarto empieza a expandirse y se vuelve mas delgada. En un intervalo de dias a meses,
el remodelado global puede ocurrir, dando lugar a una dilatacién global, con funciéon
sistélica disminuida y disfuncién valvulo-mitral. El remodelado ventricular clasico que
ocurre en la miocardiopatia hipertensiva (B), da lugar a un tamafio de la cavidad
ventricular izquierda normal con engrosamiento de las paredes ventriculares (hipertrofia
ventricular concéntrica) y funcién sistdlica preservada. En contraste, el remodelado
clasico ocutre con la miocardiopatia dilatada (B) dando lugar a una forma globular del
corazén, un engrosamiento de las paredes del ventriculo izquierdo, una funciéon
sistélica disminuida y una distorsién del aparato valvulo-mitral, conduciendo a una

regurgitacion mitral. (Modificada de: Jessup et al. N Engl | Med 2003; 348:2007-18)
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2. PEPTIDOS NATRIURETICOS

2.1. TIPOS

En 1956, varios experimentos establecieron al corazén como un
6rgano endocrino. La microscopia electronica revelaba granulos secretores
almacenados en los miocitos de las auriculas, cuyo componente granular tenia
accion fisiolégica a distancia (Kisch 1956, Henry & Pearce 1956). Sin embargo,
fue en 1981 cuando Adolfo de Bold y col (1981), homogenizaron extractos de
aurfcula y ventriculo de ratas y los inyectaron via intravenosa en animales
anestesiados, produciendo un aumento en el volumen de orina y en la
excrecion de sodio. La inyeccion producia una alteracion tanto de la diuresis
como natriuresis (nivel de sodio en orina). Este hecho llevé al aislamiento y
clonacién del péptido natriurético auricular (ANP), el primer miembro de una
familia de péptidos con una potente actividad natriurética, diurética y

vasorelajante, que se llaman péptidos natriuréticos (PN).

Actualmente hay descritos cuatro PN: a) péptido tipo A o péptido
natriurético auricular (ANP); b) péptido tipo B o péptido natriurético cerebral
(BNP, llamado asi porque fue aislado por primera vez en el cerebro porcino),
(Sudoh et al, 1988); ) péptido natriurético C (CNP), producido y secretado
principalmente por las células endoteliales y también a nivel del sistema
nervioso central (Sudoh ez al, 1990); y d) “péptido natriurético dendroaspis”
(DNP), aislado del veneno de la “mamba verde” (Dendroaspis angusticeps), que ha
sido identificado también en el plasma de mamiferos, aunque su origen y

relevancia patofisioldgica no estan determinados. (Richards ez /., 2002).

Los miembros de la familia de PN que tienen relevancia en el contexto
de las enfermedades cardiovasculares son: ANP, BNP y CNP. Y en concreto el
BNP y sus moléculas relacionadas, que tienen un poder diagnoéstico y
prondstico mas sensible y exacto, y por lo tanto se les dara mayor relevancia

clinica en esta tesis.
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2.2. BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

Todos los PN muestran igual conformacién estructural. Su estructura
peptidica se caracteriza por un anillo de 17 residuos cerrado por un puente
bisulfuro intramolecular, entre dos residuos de cisteina. La secuencia de
aminoacidos de este anillo es muy similar entre los distintos PN y también esta
altamente preservada entre las diferentes especies animales, esta es la parte que
se une al receptor especifico (Martinez-Rumayor ez al., 2008). Sin embargo, las
cadenas de aminoacidos amino y carboxi terminales tienen un alto grado de
variabilidad entre los PN, no sélo en cuanto a su longitud, sino también por el
tipo de residuos que componen las cadenas. EI ANP es un polipéptido de 28
aminodcidos, el BNP de 32 aminoacidos, el CNP de 22 aminoacidos (Fig. 3) y
38 aminoacidos tiene el DNP.

Otra caracteristica bioquimica de la familia de los PN es que son
producidos como prohormonas, codificadas en genes separados para cada uno
de los péptidos y su distribucién en los tejidos, y su regulacién, son también

unicas para cada uno de ellos.

Figura 3. La estructura basica
. @fr-‘,:‘r.‘.(.;' de 1 4pid . 1
R (;};} V% e los péptidos natriuréticos la
'3\1"_3’?(‘"\; % & -!‘l}f)’_g}éﬁ.\gx-h componen 11  aminodacidos
TG e 0 - " BHF g similares (circulos negros), en la
el 5 ' = misma posicion, entre dos
&) 9, Y e : clor
AR @ ~(F- s residuos de cistefna, que forman
o 9 i un anillo mediante un puente
bisulfuro. C: cisteina; D:
aspartato; I fenilalanina; G:
. s C@LLe glicina; L: leucina; S: arginina; I:
) GG -L’,‘l% 00 % isoleucina. (Extraida de: Cheng &
:‘)@ilﬂ@ ARl S | roditatin Burnett. Proc Assoc Am Physicians
CNP S il (s) 1999, 111:406-16).
3 (F~ ~[8
o O %eet’

El transcrito del ARN para el péptido natriurético auricular (ANP)

tiene un tamafio de aproximadamente 1 kb (compuesto por 3 exones y 2
intrones) y codifica a una proteina precursora (prepropéptido natriurético

auricular) de 150 aminoacidos. Esta molécula contiene una secuencia sefial de
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24 aminoacidos que posiblemente facilita el transporte a través de reticulo
endoplasmico y su anclaje ribosomal (Seidman ez /., 1984). Este péptido senal
es cortado durante el transporte para producir el proANP de 126 aminoacidos
(Bloch ez al, 1985), el cual es almacenado en granulos en el interior de los
cardiomiocitos auriculares. En el momento de la liberacion de ANDP, este
propéptido es proteolizado por una serina proteasa dando lugar a dos
productos equimolares: un fragmento amino terminal de 98 aminoacidos (NT-
proANP) y un fragmento carboxi terminal de 28 aminoacidos, que representa
la molécula biolégicamente activa, el ANP. Ambos fragmentos, asi como otros
fragmentos amino y carboxi terminales, circulan en el plasma (Fig. 4). Diversos
estudios sugieren que estos fragmentos podrian tener incluso mas importancia

que el ANP como hormona natriurética.

| CARDIOMIOCITO Granulo de
ANP
le_ePfO—wo almacenaje

Péptido sefial
127 150 >

o
Q

< Secrecion
@\

NT-proANP 1-98 CT-ANP (alpha-ANP)
(NT-proANP 1-30, NT-proANP 31-67) ANP 99-126 (28 aa),
NT-proANP 79-98 beta-ANP (dimero antiparalelo
MR-proANP (53-90) de alfa ANP de 56 aa)

Figura 4. Sintesis, almacenaje y secrecion del péptido natriurético auricular (ANP) en los
cardiomiocitos auriculares. CT" carboxi terminal; N'T: amino terminal. (Modificada de: Mair et
al., Scand | Clin Lab Invest 1999; 59:132-42).

Uno de los fragmentos es la urodilatina, compuesta por 32 aminoacidos
(Fig. 3), que ha sido identificada en orina en humanos y es producida por el
rifién. Este péptido podria tener un papel importante en la regulacion renal del

sodio y agua (Schulz-Knappe ¢ al., 1992). Otro de los fragmentos es el dimero
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antiparalelo de ANP, beta ANP, que ha sido detectado en el miocardio y
plasma de pacientes con insuficiencia cardiaca y el cual tiene unos efectos
fisiolbgicos mas reducidos que el ANP (Fig. 4) (Wei ez al., 1993). Por dltimo, el
fragmento de la regiéon media de proANP (MR-proANP) con papel
diagnéstico de la IC croénica y aguda (Moertl ez al, 2009; Dieplinger e al., 2009)

El péptido natriurético cerebral (BNP) humano es codificado por un

gen de copia unica constituido por 3 exones y 2 intrones. Su ARNm contiene
cuatro secuencias repetidas de AUUUAA dentro de la region 3’ que se cree
confiere la estabilidad. Las secuencias del precursor en los mamiferos ha
derivado de una secuencia cADN de BNP que codifica toda la molécula
preproBNP (Maekawa e al, 1988). Esta ademas de contener al proBNP (108
aminoacidos) contiene un péptido sefial N-terminal de 26 aminoacidos
hidrofébico, que se elimina cotraduccionalmente en el reticulo endoplasmico
rugoso durante la sintesis proteica (Fig. 5), y antes de que termine la sintesis de

la parte carboxi terminal de la prohormona, (Goetze 2004).

-26 108

[ pre-proBNP J

1 108 | -26 -1
\ﬁmm [ FWBHF ] [ sefial ]

(NT-proBNP | 4->(BNP

Figura 5. NT-proBNP y BNP: ambas moléculas derivan del mismo precursor intracelular
de 108 aminoacidos (proBNP), el cual es escindido por accién de una proteasa en dos
fragmentos amino y carboxi terminal. _bs#p:/ /www.rochediagnostics.es/ productos _servicios/ 02010202.htn!

El BNP es producido por los cardiomiocitos como una prohormona de

108 aminoacidos (proBNP), el cual es divido proteoliticamente en las
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posiciones 73-76 (Arginina-Alanina-Prolina-Arginina), dando dos regiones
equimolares: la primera region es un fragmento amino terminal 1-76 (NT-
proBNP), y la segunda regién es el extremo carboxi terminal 77-108 (BNP),
que se corresponde con la molécula biolégicamente activa (de Lemos e7 al,
2003) (Fig. 5). Actualmente es debatido cuando y dénde la prohormona es
dividida, ya que pequenas concentraciones de la molécula intacta de proBNP
han sido encontradas en el suero, y tanto BNP como NT-proBNP han sido
determinados en extractos celulares (Hunt e a/, 1997). Sin embargo, la mayoria
de proBNP es procesado antes de alcanzar la circulacién sanguinea. En cuanto
a la proteasa que escinde a la molécula de proBNP para dar las dos regiones, al
principio se establecié que era la endoproteasa furina, porque los genes para
ambos se expresan en los cardiomiocitos del corazéon enfermo (Sawada ez al.,
1997). Recientemente, una nueva serina proteasa llamada corina ha sido
identificada en el corazén humano, la cual posee dentro de la membrana
celular, un dominio transmembrana y esta localizada, y se ha comprobado que
puede escindir tanto a la molécula de proANP como proBNP i vitro (Goetze
2004). Este hecho sugiere que el propéptido es dividido principalmente dentro

de o en la superficie de la membrana de los cardiomiocitos.

Tanto la molécula intacta proBNP, como BNP y NT-proBNP circulan
en plasma y pueden ser analizamos mediante inmunoensayos. En sujetos
normales las concentraciones plasmaticas de NT-proBNP y BNP son similares,
ambas moléculas son liberadas continuamente por el corazén y detectadas en el
torrente sanguineo a concentraciones muy bajas (picomolar); la vida media en
sangre para BNP es de 13-20 minutos y 120 minutos para NT-proBNP (Mair ez
al., 1999). Sin embargo, en pacientes con disfuncién ventricular los niveles
séricos de NT-proBNP aumentan de 2 a 10 veces mas que los de BNP. El
mecanismo exacto responsable de este hecho no esta esclarecido, pero se
piensa que cambios a nivel de secreciéon y/o en los mecanismos de

aclaramiento podrian jugar un papel decisivo (Smith ez a/., 2000).

El péptido natriurético tipo C (CNP) es sintetizado principalmente en

el sistema nervioso central, rinén y por las células endoteliales del tejido
vascular (Sudoh ez a4/, 1990). El gen que codifica CNP esta localizado en
humanos en el cromosoma 2 y contiene dos exones separados por un intrén.

El CNP es sintetizado como un precursor de 126 residuos (proCNP) que es
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procesado para generar una molécula de 22 aminoacidos (CNP-22) y otra
molécula de 53 aminoacidos (CNP-53). CNP-22 es la forma predominante y es
mas potente fisiologicamente que CNP-53, ademas se caracteriza por la

pérdida del extremo carboxi terminal (Fig. 3) (Tawaragi ez al, 1991).

Las bajas concentraciones de CNP en plasma sugieren que este péptido
actia como un neurotransmisor de forma paracrina, mientras que ANP y BNP
serfan verdaderas hormonas reguladoras (Barr ez al,, 1996). Los niveles de CNP
no estan relacionados con la IC, sin embargo juegan un papel importante en la
fisiologfa cardiovascular como regulador del tono y flujo vascular a través de su
accion vasorelajante, inhibiendo la proliferacion del musculo liso vascular y la

migracion de las células endoteliales (Stingo e7 a/., 1992).

Por ultimo, el péptido natriurético dendroaspis (DNP) que fue aislado

del veneno de la serpiente “mamba verde” (Dendroaspis angusticeps), tiene una
estructura similar a los tres péptidos natriuréticos cardiacos humanos.
Comparte el anillo caracteristico de 17 residuos con el puente disulfuro, pero
es estructuralmente diferente en sus regiones amino y carboxi terminal
(Schweitz ez al., 1992). Los datos sobre la forma humana son escasos, el gen no
ha sido clonado y su presencia en humanos es controvertida. Algunos autores
sugieren que el DNP es un péptido natriurético primitivo, ancestral, un
precursor que ha evolucionado a ANP y BNP (Richards ez a/, 2002).

23 REGULACION DE LA SINTESIS, ALMACENAMIENTO Y
SECRECION

2.3.1 Sintesis

Tanto ANP como BNP son sintetizados y secretados por los
cardiomiocitos auriculares y ventriculares. El ANP estd presente en los
ventriculos de los fetos y neonatos, en los ventriculos hipertrofiados asi como
en bajas concentraciones en los ventriculos de adultos sanos (Cameron &
Ellmers 2003). Sin embargo, las auriculas son la principal fuente de produccion
de este péptido en el corazoén adulto sano (Gu ef al, 1989, Saito ez al., 1989)
(Fig. 6). La expresion de BNP, en el corazén sano, ocurre principalmente en la
auricula (de Bold ez a/, 2001). Sin embargo, la sintesis de BNP ventricular esta

estimulada en aquellas patologias que afectan a los ventriculos, produciendo
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una sobrecarga ventricular prolongada que conduce a un estrés de pared, como
es el caso de la IC (Mukoyama ez a/, 1990) (Fig. 6). Recientemente, también se
ha visto que existen otras células dentro del corazén que producen y liberan
BNP, los fibroblastos (Tsuruda e 4/, 2002) y los vasos del seno coronario, al

menos en la ateroesclerosis coronaria (Casco et al., 2002).

EMBRION

SOBRECARGA YOLUMETRICA
HIPEROSMOLARIDAD
HIPOXIA

ADULTO

SOBRECARGA YOLUMETRICA
AUMENTO SAL
POSTURA SUPINA

. TAQUICARDIA
YASOCONSTRICCION EJERCICIO
STREPTOZOTOCIN-DIABETES HIPOXIA
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VASOCONSTRICCION

1
ESTRES
MIOCARDICO
CIRCULACION <
FETAL CIRCULACION
HIPERTROFIA
ANP, BNP \
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VASODILATACION

YASODILATACION
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W////ﬂ‘z ACTIVIDAD PLACENTA
HUESO CONDROCHARIA ADRENALES

Figura 6. Diagrama comparando el sistema de péptidos natriuréticos en embriones
(izquierda) y adultos (derecha). La parte superior de la imagen muestra los estimulos
fisiolégicos conocidos que regulan la secrecion de los péptidos natriuréticos en el corazén
adulto y embrionario, y la parte inferior muestra las principales acciones fisologicas de estos
péptidos. ANP: péptido natriurético auricular; BNP: péptido natriurético cerebral; CNP:
péptido natriurético tipo C. (Extraida y traducida del articulo Cameron & Ellmers. Endocrinology
2003, 144:2191-94)
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El principal estimulo para la liberacién de ANP es el aumento del estrés
de pared de las auriculas (Edwards ef a/, 1988), reflejo de un aumento del
volumen intravascular. Por ello, todas las condiciones que aumenten el retorno
venoso (insuficiencia cardiaca crénica estable, ejercicio fisico, posicién supina,
hipoxia...) producen un rapido aumento en los niveles de ANP (mayor que de
BNP) (Chen et al, 1997, Bentzen et al, 2004). En el caso del BNP, el
alargamiento de la pared es el estimulo predominante que controla de forma
directa o a través de factores paracrinos su liberacién desde la auricula y
ventriculos (Harada ez a/, 1998). Mientras el ANP es principalmente liberado
por un aumento en la presiéon transmural auricular, el BNP es regulado tanto
por la presiéon como por la sobrecarga de volumen. Como consecuencia el
ANP es liberado en la insuficiencia cardiaca compensada donde existe
hipertrofia, pero no aumento de la presion ventricular al final de la diastole, y el
BNP es liberado cuando existe incremento de la presion (insuficiencia cardiaca
descompensada). Otros estimulos como taquicardia, hipertrofia y fibrosis,
inducen también la producciéon de BNP (Riddervold ez 4/, 1991, Sakata ez al,
2001, Walther ez al., 2003); estos resultados podrian explicar el hallazgo de unos
niveles de este péptido aumentados en pacientes con sindrome coronario
agudo sin dilatacion significativa de la camaras ventriculares (de Lemos &
Morrow 2002). Ademas, la posible presencia de disfuncién diastdlica y la
relacién significativa entre los niveles séricos de BNP y NT-proBNP vy la
mortalidad en pacientes con angina inestable y funcién sistolica preservada
apoya la hipétesis de que la isquemia miocardica puede estimular la sintesis de
BNP en ausencia de necrosis (Hama ez a/., 1995; Muramoto ez al., 1995).

Por otro lado, diversos estudios experimentales y ensayos clinicos han
demostrado que la sintesis de PN no esta solamente influenciada por cambios
hemodindmicos que conducen a un alargamiento ventricular y/o un aumento
del estrés de pared ventricular, sino también por complejas interacciones entre
el sistema neuroendocrino (catecolaminas, endotelinas, y angiotensina II) e
inmune (como factor de necrosis tumoral-alfa, interleucina-1 e intetleucina-0),
que estimulan la sintesis y secrecion de PN (Leskinen ez a/, 1997, Ma et al,
2004, Emdin 2004). También, la respuesta del sistema de PN a la activacion

neuroendocrina e inmune no es lineal, por lo que pequefios cambios
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hemodinamicos, dificilmente detectables mediante métodos diagndstico

estandares, pueden producir cambios significativos en los niveles de BNP.

También se han encontrado niveles elevados de PN en algunas
condiciones fisiologicas (embarazo, hipertiroidismo y ejercicio fisico) y
terapéuticas (hormonas sexuales esteroideas, glucocorticoides, hormonas
tiroideas, factores de crecimiento, bloqueadores beta, digoxina...) (Tsutamoto ef
al., 1997, Rodriguez et al, 2003, Yoshizawa ez al., 2004), donde el rendimiento
cardiaco se mantiene dentro de un rango normal o ligeramente aumentado.
Ademas, enfermedades como cirrosis hepatica, enfermedad pulmonar o renal,
y la IC muestran niveles séricos alterados de BNP y NT-proBNP (Poulos ¢ 4/,
1995, McCullough e7 al,, 2003, Clerico & Emdin 2004, Emdin ef @/, 2005). La

Tabla 2 muestra las principales enfermedades que alteran los niveles de PN.

Tabla 2. Principales enfermedades caracterizadas por niveles séricos de péptidos
natriuréticos aumentados.

Enfermedad Niveles de péptidos natriuréticos

Enfermedades cardiovasculares

Insuficiencia cardiaca Muy aumentados

SCA e infarto agudo de miocardio Aumentados
Hipertension con HVI y fibrosis Aumentados
Taquiarritmia supraventricular Aumentados

Enfermedades respiratorias
Disnea aguda
Embolia pulmonar
Desoérdenes respiratorios cronicos
Hipertensién pulmonar primaria

Desoérdenes metabdlicos-endocrinos
Hipertiroidismo
Hipotiroidismo
Sindrome de Cushing
Hiperaldosteronismo
Diabetes

Cirrosis hepatica

Insuficiencia renal (aguda o crénica)

Shock séptico

Amiloidosis

Hemorragia subaracnoidea

Sindromes paraneoplasicos

Terapia antineoplasica

Normal o ligeramente aumentados
Aumentados
Normal o ligeramente aumentados
Aumentados

Ligeramente aumentados
Ligeramente disminuidos
Aumentados
Aumentados

Normal o aumentados

Aumentados
Aumentados
Aumentados
Normal o aumentados
Normal o aumentados
Normal o aumentados
Normal o aumentados

HVT: hipertrofia del ventriculo izquierdo; SCA: sindrome coronario agudo. (Modificada
de: Emdin et al. Ital Heart | 2005; 6: 430-46).
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2.3.2. Almacenamiento y secrecion

Esta establecido que los miocitos auriculares contienen granulos de
secrecion como almacén de péptidos, lo que llevo a finales de los afios 50 a ver

el corazén como un érgano endocrino (Kisch 1956, Henry & Pearce 1950).

Varios estudios que han comparado la produccién de PN en distintas
camaras cardiacas han mostrado grandes diferencias entre las auriculas y los
ventriculos. En un corazén sano la capacidad endocrina reside en la auricula,
secretando tanto ANP como BNP, mientras que en una situacion cronica de
alargamiento miocardico hay un aumento en la produccion ventricular de estos
péptidos (Mukoyama ez al, 1991, Christoffersen ez al, 2002).

Figura 7. Inmunohistoquimia de los péptidos natriuréticos ANP (A) y BNP (B) en los
miocitos ventriculares de pacientes con miocardiopatia dilatada. Los productos de la
inmunoreaccion de color marrén tanto para el ANP como para el BNP estan dispersados en el
citoplasma, sin embargo la inmunoreacciéon para el BNP en ocasiones muestra un patrén
citosolico (B). Las biopsias endomiocardicas ventriculares de sujetos control no muestran una
inmunoreaccion especifica para el ANP (C) ni para el BNP (D). ANP: péptido natriurético
auricular; BNP: péptido natriurético cerebral. (Modificada de: Hasegawa et al. Am | Pathol 1993;
142:107-16).

En términos relativos estd produccién parece cuantitativamente mas
importante para el BNP y sus péptidos derivados que para el ANP. A nivel
regional dentro de las camaras cardiacas, los “apéndices” auriculares parecen

ser la fuente de liberacién de PN, ya que se representan anatémicamente como
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“sensores de sobrecarga” (Goetze e¢f al, 2006), mientras que en el caso de los
ventriculos el endocardio es el principal lugar de expresion de ANP y BNP en
los corazones enfermos (Prestle ez al, 1999) (Fig. 7).

A diferencia de los miocitos auriculares que secretan granulos que
contienen proANP, proBNP y péptidos derivados de su escision (ANP vy
BNP), los miocitos ventriculares no parecen producir estos granulos de
secrecion en sujetos adultos sanos; sin embargo, si se han visto tanto los
granulos como los productos derivados en corazones con miocardiopatia
(Nicolau ez al, 1997). En el caso de los miocitos auriculares se han observado
granulos que contienen sélo ANP, y granulos que contienen ambos péptidos
(ANP y BNP), mientras que en los miocitos ventriculares ambos péptidos son
colocalizados en los mismos granulos, lo que sugiere, al menos en parte, que
son sintetizados y secretados simultineamente por los ventriculos (Hasegawa ez
al., 1993) (Fig. 8). Este hallazgo discrepa con que los niveles de BNP aumentan
mas que los de ANP en la disfuncién ventricular (Mukoyama ez /., 1991).

Figura 8. Inmunocitoquimia de

A L ANP y BNP en miocitos de la
P Tk aurfcula  derecha (A) y en
: : i ventriculates de pacientes con
' ‘ miocardiopatia dilatada (B y C). Las

PN G particulas de oro coloidal pequefias

,_:i : ; oY (5 nm) indican ANP y las grandes
. e Vi (10 nm) BNP. En la imagen A, las
o : flechas abiertas indican granulos

w / 13 > Tipo 1 que contienen sélo ANP y
" g : . las flechas solidas indican granulos
% = ‘ %, 4 Tipo 2 que contienen ANP y BNP.
Rl E";‘ ) En las imagenes B y C, los granulos

' - 407 ¥, . muestran inmunoreaccién intensa

; 3 f para ambos péptidos (Tipo 2). La
~ . By n .__...‘.f“_’ . intensidad de marcaje para BNP
: . : fue alta en los grinulos del

B : : C g ventriculo, pero débil y variada en
b £ la auricula. Para ANP fue intensa y

S ! i R uniforme en los granulos

4 auriculares y ventriculares. ANP:
R 3 péptido  natriurético  auricular;
oW

BNP: péptido natriurético cerebral.
(Modificada de: Hasegawa et al. Am |
Pathol 1993, 142:107-16).
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La explicaciéon puede encontrarse en que la regulaciéon de la
concentracion de los PN se desarrolla de distinta manera. En el caso de ANP
parece ocurrir a nivel de la liberacion de granulos de secrecion, mientras que la
regulaciéon de la sintesis de BNP tiene lugar durante la expresion génica, via
sintesis de novo (Mantymaa ez al., 1993). E1 ANP es almacenado en granulos
auriculares y el estrés auricular produce una rapida liberaciéon de péptidos
derivados de proANP. Con respecto a la sintesis de #ovo, hay una activacion
relativamente lenta del gen de ANP. En contraste, el BNP y sus péptidos
relacionados (proBNP, NT-proBNP) son secretados por via constitutiva como
respuesta a la sobrecarga ventricular (Hama e al,, 1995), y la activacion del gen
de BNP ocurre de manera mas rapida que para el ANP. Esto implica que sélo
pequefias cantidades son almacenadas en granulos y que las células son
dependientes de la activacion del gen de BNP cuando se requiere una mayor
secrecion de los péptidos (Yasue ef al, 1994, Sumida et al, 1995). Estudios
previos sugieren que la regulaciéon del ANP es menos dependiente de la
gravedad de la disfuncién ventricular, ya que existe induccion del ARNm de
ANP en la insuficiencia cardiaca compensada, mientras que el ARNm de BNP
necesita de un aumento de volumen (insuficiencia cardiaca descompensada)
(Langenickel ez al, 2000). Sin embargo, la regulacién de la expresion de los
ARNm de ANP y BNP ventricular en las fases finales de la insuficiencia

cardiaca se produce de manera similar (Takahashi ez 2/, 1992).

En resumen, el almacén a nivel celular y secrecién de los péptidos
natriuréticos y sus péptidos derivados son procesos complejos, y el concepto
prevalente de una secreciéon auricular regulada y una secreciéon ventricular

constitutiva, debe ser estudiado con mas detalle.

2.4. RECEPTORES DE LOS PEPTIDOS NATRIURETICOS

2.4.1. Receptores guanilato ciclasa

Los péptidos natriuréticos son ligandos de tres tipos diferentes de
receptores de superficie de membrana celular, llamados RPN-A, RPN-B y
RPN-C, y que median sus efectos fisiologicos. Cada uno de estos tres
receptores de péptidos natriuréticos (RPN) contienen una guanilato ciclasa de

tipologfa caracteristica: un dominio de unidén extracelular, una region
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transmembrana y un dominio intracelular que contiene la region catalitica en su

terminal carboxilo (Hirose ez af., 2001).

Los receptores RPN-A y RPN-B son estructuralmente similares, con
un 44% de homologia en sus dominios extracelulares (Koller & Goeddel
1992). Aunque ambos receptores se encuentran en el rifién y glandula adrenal,
el RPN-A es mas abundante en el endotelio de los grandes vasos sanguineos,
mientras que el RPN-B predomina en el cerebro, en concreto en la glandula
pituitaria (Levin e al, 1998). Tanto el ANP como el BNP se unen
principalmente al receptor RPN-A que dimeriza y usa un i6n cloruro para dar
lugar a su conformacion “abierta”. El receptor esta unido a una cascada de
sefializacion dependiente de guanosin monofosfato ciclico (GMP-c) que media
la mayoria de sus actividades bioldgicas a través de una protein kinasa G o
fosfodiesterasa (Kone 2001) (Fig. 9). Los ratones “knockont” con ausencia del
receptor RPN-A muestran hipertension, hipertrofia y dilataciéon cardiaca, y
mueren antes de los 6 meses (Pandey e7 a/, 1999). La relativa baja afinidad del
BNP por el receptor RPN-A con una potencia 10 veces menor que para el
ANP, hace especular sobre la posibilidad de que otro receptor guanilato ciclasa
juegue un papel importante (Goy ez al, 2001). Los testiculos y glandula adrenal
de ratones knockout para RPN-A muestran un respuesta de alta afinidad para
BNP que solo podria ser reforzada por la presencia de un nuevo receptor en
estos tejidos que prefiere el BNP sobre el ANP. Aunque el significado
tisiologico y los componentes bioquimicos de este receptor son desconocidos,
su existencia refuerza que ANP y BNP realizan algunas acciones

independientes.

Por otro lado, CNP no actia a través de RPN-A sino que se une
selectivamente al receptor guanilato ciclasa RPN-B. Como hemos dicho antes,
este receptor es similar a RPN-A; sin embargo, es débilmente sensible a ANP y
BNP (Kone 2001).
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Figura 9. Accién de los péptidos natriuréticos en las células diana. ANP y BNP se unen
principalmente al receptor RPN-A que estd unido a una cascada de sefializacion
dependiente de guanosin monofosfato ciclico (GMP-c) que media la mayoria de sus
actividades biologicas a través de una protein kinasa G (PKG) o fosfodiesterasa (PDE).
CNP se une al receptor RPN-B y los tres se unen al receptor de aclaramiento (RPN-C) o
bien son degradados por la endopeptidasa (NEP). (Modjficada de: V anderbayden et al. Eur |
Heart Fail 2004:261-68).

2.4.2. Receptores de aclaramiento

Aunque la sintesis y liberacién de los péptidos natriuréticos es el mayor
proceso en la regulaciéon de su concentracion plasmatica, la eliminacién de los
péptidos de la circulacién es también un proceso a considerar (Rademarker ez
al., 1997). El aclaramiento de PN incluye dos procesos importantes: 1)
degradacion enzimatica por endopeptidasas neutras (NEP); y 2) endocitosis via
el RPN-C (receptor de aclaramiento) seguida de degradacion lisosomal (Nakao
et al., 1992). El aclaramiento renal juega un papel menor para las formas activas
(C-terminal) de estos péptidos, mientras que para los fragmentos N-terminales

(NT-proANP y NT-proBNP) diversos autores sugieren que es la principal via
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de aclaramiento (Vesely 2003). Se ha demostrado que el NT-proBNP muestra
una buena correlaciéon con el filtrado glomerular (GFR) y que sus niveles estan
influenciados por un empeoramiento de la funcién renal relacionada con la
edad (Vesely 2003). Ademas estos fragmentos no se unen a los receptores
RPN-C, ni son degradados por las NEP.

Las endopeptidasas neutras (NEP), son metaloenzimas ligadas a la
membrana que contienen un atomo de zinc en su centro activo. Se encuentran
ampliamente distribuidas en la superficie de las células endoteliales, células del
musculo liso, cardiomiocitos, y fibroblastos, estando particularmente
concentradas en las membranas de borde “en cepillo” del tabulo proximal del
rifién (Chatles ez al, 1996). Las NEP rompen los péptidos natriuréticos y abren

su estructura en anillo, inactivandolos (Valli e @/, 1999).

En contraste al RPN-A y RPN-B, el RPN-C esta desprovisto de
actividad guanilato ciclasa y contiene un dominio citoplasmatico de 37
aminoacidos que contiene un secuencia de activaciéon proteina G. El RPN-C es
mas abundante y ampliamente expresado, y se localiza en diversos tejidos:
endotelio vascular, musculo liso, corazén, glandula adrenal y rinén (Kone
2001). Trabajos previos han demostrado que en ratones &nockont para RPN-C,
este receptor sirve como un receptor de aclaramiento para ANP, BNP y CNP.
Los tres PN se unen al receptor RPN-C con distinta afinidad, son
internalizados y degradados enzimaticamente, y después el receptor es
reciclado y vuelve a la superficie celular (Matsukawa ez a/, 1999). La baja
afinidad de RPN-C por BNP explicarfa su vida media mas larga (20 minutos)
frente al ANP (3 minutos). Ademas, recientes estudios indican que el RPN-C
altera la funcién de la célula diana a través de la inhibicién de la actividad

adenilato ciclasa de membrana por unién a la proteina G (Kone 2001).

La importancia de estos dos mecanismos en el aclaramiento es
controvertida. Aunque diversos estudios en animales sanos demuestran que el
bloqueo de RPN-C tiene un mayor efecto sobre el aclaramiento de ANP que la
inhibicién de las NEP; otros han demostrado que ambos mecanismos
contribuyen por igual a la degradaciéon de ANP y BNP en concentraciones
fisiologicas (Chatles e al, 1996). Ademas, en estados cronicos de elevacion
endégena de los PN, como ocurre en la insuficiencia cardiaca crénica, estudios

previos demuestran que el receptor de aclaramiento podria jugar un papel
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menos importante que las NEP en el metabolismo de estos péptidos
(Kishimoto e# al., 1993). Sin embargo, otros muestran que la resistencia a los
efectos biologicos de los PN podria ser debido a una elevacién de los
receptores de aclaramiento (RPN-C) (Andreassi ¢f a/, 2001).

2.5. ACCIONES FISIOLOGICAS DE 1.OS PEPTIDOS NATRIURETICOS

2.5.1. Cardiovasculares

La intervenciéon de los PN en el mantenimiento de la estabilidad
circulatoria es muy importante ya que actian como factores antihipertensivos y
reductores del volumen plasmatico (Chatrles ef al, 1993). La reduccién de la
presion sanguinea dependiente de PN ocurre, en parte, por una reduccion en la
precarga cardiaca causada por un cambio de fluido intravascular dentro del
compartimiento extravascular, reflejando asi una mayor permeabilidad del
endotelio (Wijeyaratne & Moult 1993, Vesely 2003). Sin embargo, la
extravasacion del fluido no es el tnico mecanismo que produce una reduccion
de la precarga. Los PN aumentan la capacitancia venosa, promoviendo la
natriuresis que produce una reduccién del volumen de fluido extracelular,
resultados directos de los efectos de PN sobre el rifién y la supresion del eje

renina-angiotensina-aldosterona (Hunt ez a/, 1996).

Otra accién de los PN es la reducciéon del tono simpatico en la
vasculatura periférica (vasoconstriccion), causado por una reducciéon de los
barorreceptores (receptores de presion situados en el seno carotideo y en el
cayado aortico que cuando aumenta la presiéon arterial envian un mayor
nimero de impulsos nerviosos hasta el bulbo raquideo), una supresion de la
liberacion de catecolaminas desde las terminaciones nerviosas, y especialmente,
por la supresion del flujo simpatico desde el sistema nervioso central (SNC).
Finalmente, los péptidos natriuréticos disminuyen el umbral de activacion vagal
de manera que suprime el reflejo de taquicardia y vasoconstricciéon que

acompafian la reducciéon en la precarga (Schultz ez al, 1988, Yang ez al., 1992).

El CNP actia como regulador del tono vascular (vasorelajante) e
inhibidor del crecimiento del musculo liso vascular, principalmente de forma

paracrina, y también contribuye a la regulacion del flujo coronario (Stingo ez al,
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1992). La activaciéon del CPN/RPN-C es importante para la regulacion de la
circulacién coronaria y su activacion también representa un mecanismo de

proteccion contra el dafio por reperfusion (Hobbs ez al, 2004).

2.5.2. Renales

Al nivel del rifién, los PN estimulan la natriuresis y diuresis. Tanto el
ANP como el BNP ejercen sus efectos diuréticos sobre el rifion a nivel del

glomérulo y sus efectos natriuréticos a nivel del tubo colector.

En el glomérulo, ANP y BNP causan dilatacién de la arteriola aferente
junto con vasoconstricciéon de la eferente, conduciendo a un aumento de
presion intraglomerular que produce un mayor filtrado (Marin-Grez ef al.,
1986). Estos péptidos también provocan un aumento en la acumulacién de
GMPc en las células mesangiales, causando su relajacién y aumentando la
superficie efectiva de filtracion (Stockand & Sansom 1997). Sin embargo, los
PN que no aumentan la filtracién glomerular causan natriuresis, indicando que
éstos tienen efectos directos sobre los tabulos, ya sea a través de la urodilatina,
o respondiendo a la concentraciéon de PN de la circulacién general.

La natriuresis responde a diversos mecanismos regulados por los PN:
1) aumento de sodio en el tabulo colector de la médula renal a través de un
descenso de la hipertonicidad medular interna; 2) efecto inhibitorio de la
captacion de Na'; y 3) estimulacion de la secrecion de Na® y Cl en el tdbulo
colector medular (Zeidel ez al., 1988, Light e al., 1989, Zeidel 1995). E1 ANP y
BNP también inhiben la induccién del transporte de sodio y agua en el tabulo
flexuoso proximal por angiotensina II, el transporte de agua por el
antagonismo de vasopresina en el tubulo colector, y las acciones de aldosterona
en el tdbulo distal (Dillingham & Anderson 1986, Harris ez al, 1987).
Finalmente, inducen el aumento del aporte de sodio a la macula densa
inhibiendo la secrecién de renina y angiotensina II. Por el contrario, el CNP
tiene escasa o nula accion diurética, aunque inhibe la secrecién de aldosterona,
tiene un menor efecto sobre la presion arterial y secrecion de sal y agua (Hunt
et al., 1994, Igaki et al., 1996).
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2.5.3. Sobre el sistema nervioso central

Los tres PN, particularmente el CNP, son producidos en el cerebro.
Aunque el ANP y BNP séricos no cruzan la barrera hematoencefalica, alcanzan
zonas en el sistema nervioso central (eminencia media, area postrema...). Las

acciones que estos péptidos realizan refuerzan las acciones periféricas (Fig. 10).
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+ AVP ; _.{p‘——

+Corticotropina

| "___./[ Aclaramiento por
r 4 3 RPN-C
4 : } Apetito sal NER:
= b
}Ingesta de agua ?

} Presion JVolimen g 4 E::?:;—T — ft__-_ tANP

A

o e i P
Aldosterona
adrenal

-

| Wasculatura periférica
Vasodilatacidn

1Permeabilidad +{ Hematoecrito
(RPFH-A, RPH-B)

Figura 10. Efectos fisiologicos de los péptidos natriuréticos cardiacos cuando el retorno
venoso esta aumentado. El aumento de la secreciéon de los PN reduce la presion
sanguinea y el volumen plasmdtico a través de acciones coordinadas entre la glandula
adrenal, rifén y vasculatura. El menor signo que indique un descenso en el volumen
plasmatico conduce a un descenso en el retorno venoso, que a su vez disminuye la
secrecion de PN. Los receptores que median las distintas acciones estan indicados entre
paréntesis. ANP: péptido natriurético auricular; AVP: arginina-vasopresina; BNP: péptido
natriurético cerebral; CNP: péptido natriurético tipo C; NEP: endopeptidasa neutra;
URO: urodilatina; RPN-A, RPN-B y RPN-C: receptores péptidos natriuréticos tipo A, B
y C; GFR: filtracién glomerular; Un,V: excrecién urinaria de sodio; VO: volumen orina.
(Modificada de: 1.evin et al., N Engl | Med 1998, 5:321-28).
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Por ejemplo, los efectos natriuréticos periféricos son amplificados por la
inhibicién del apetito, por la sal o la ingesta de agua, que complementan los
efectos diuréticos renales (Burrell ¢z al, 1991, Blackburn e a/, 1995). Ademas,
los PN inhiben la secreciéon de vasopresina y corticotropina, que actdan
directamente sobre el cerebro y la pituitaria (Samson 1992). Estas acciones
implican efectos centrales y periféricos coordinados que conducen al control
del fluido y homeostasis electrolitica. También de forma paraddjica los PN
actian deteniendo el descenso del tono simpatico (Schultz ez al, 1988, Yang et
al., 1992).

El mecanismo de accién de los PN en el cerebro se explicaria por la
distribucién de los subtipos de receptores. RPN-C esta localizado en el SNC,
pudiendo reflejar su efecto anti-crecimiento de la glia; RPN-A predomina en
areas adyacentes al tercer ventriculo, mediando los efectos de ANP sobre el
apetito de la sal y la ingesta de agua; y, RPN-B predomina en el hipotalamo y
en otras regiones rostrales, donde los péptidos inhiben la secrecion de arginina-
vasopresina y estimulan el tono simpatico (Levin & Frank 1991, Langub ef 4/,

1995).

2.5.4. Sobre la proliferacion celular

Cada PN tiene actividad antimitogénica tanto en el sistema
cardiovascular como en otros sistemas. ANP y CNP inhiben la mitogénesis en
cultivos de células vasculares y en arterias coronarias, principalmente a través
de mecanismos que dependen de GMPc y del receptor RPN-A (Itoh ef al,
1990, Knowles ez al, 2001). Esto implica que los PN podrian modular el
crecimiento de la pared vascular en patologias como ateroesclerosis,

hipertension, o restenosis post-angioplastia.

El ANP y BNP inhiben el crecimiento de fibroblastos cardiacos 7 vitro,
retardando la deposicién de colageno y el remodelado proliferativo del corazén
(Tamura ez al, 2000); el ANP puede también inducir apoptosis de los
cardiomiocitos. Asi, a través de estas acciones directas e indirectas los PN
limitan potencialmente la proliferacién miocardica o la hipertrofia al dafio por

isquemia, regulando localmente el remodelado ventricular (Kone 2001).
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2.6. DETERMINACION DE PEPTIDOS NATRIURETICOS

2.6.1. Variabilidad analitica

Con excepciéon del precursor preproBNP, todos los PN son
susceptibles de estar presentes en el plasma (Shimizu ez @/, 2003). Dentro de
los péptidos derivados de proBNP, existe una amplia heterogeneidad, tanto en
sujetos sanos como en pacientes con IC, incluso ciertos autores sugieren que el
proBNP y sus péptidos derivados, como el NT-proBNP, sufren un proceso de
oligomerizacién que les lleva a desarrollar multiples formas moleculares
(Goetze 2004). Como consecuencia, algunos epitopos son susceptibles de estar
mas expuestos, dificultando el reconocimiento de otras partes de la molécula
por anticuerpos usados en diferentes métodos. De acuerdo con la combinacion
empleada en el “sandwich”, los métodos podrian medir una o mas moléculas

plasmaticas dependiendo de la especificidad del ensayo.

Por lo general, existen dos tipos diferentes de ensayos. El primero son
los inmunoensayos enzimaticos competitivos, que usan la técnica “saindwich”
con un anticuerpo contra la estructura en anillo de la molécula y un segundo
anticuerpo contra el extremo amino terminal del péptido, especifico para la
determinacion de BNP; y existe un segundo grupo de ensayos, descritos
posteriormente, que engloban métodos de determinacién para proBNP y sus
productos metabodlicos, (BNP y NT-proBNP). Recientemente, surgen los
inmunoensayos enzimaticos no competitivos, que usan anticuerpos
policlonales y monoclonales, con una sefial de deteccién isotdpica, enzimatica
o fluorogénica, y antigenos para la calibracién del sistema analitico, sintéticos o
recombinantes (Panteghini & Clerico 2004, Collinson ez al, 2004). Estos
métodos, totalmente automatizados, obtienen resultados en un corto periodo
de tiempo y con mayor precisiéon analitica, mejorando la sensibilidad y la

especificidad.

Los distintos métodos para la determinaciéon de PN no muestran
interferencias importantes (hemolisis, hiperbilirubinemia e
hipertrigliceridemia), pero si relacionadas con el tipo de muestra empleada y la
estabilidad 7z vitro. Para la determinaciéon de BNP, el plasma no debe ser
recogido en tubos de cristal cuando se utiliza un método que emplea una

combinacién de anticuerpos contra los aminoacidos 90-97 y 103-107, ya que
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esta combinaciéon es susceptible al efecto de la calicreina, proteasa plasmatica
activada por contacto con la pared del tubo de cristal, que degrada la porcion
carboxi terminal del BNP (y proBNP) (Shimizu e 4/, 2001). La estabilidad de
la muestra se consigue usando tubos de plastico o muestras de EDTA
plasmatico con adiciéon de inhibidores de proteasas plasmaticas que previenen
la degradacion de la molécula 7z vitro. Por el contrario, cuando medimos NT-
proBNP mediante el método ECLIA, se recomienda recoger suero o muestras
heparinizadas (Collinson ez al., 2004). La estabilidad 7# vitro no es un problema
para NT-proBNP, mucho mas estable que BNP, que presenta pequefas
variaciones en sus niveles 48 horas después de su extraccién a temperatura
ambiente y tras varios dias a temperaturas bajas; sin depender del tipo de tubo
de extraccion, ni de los ciclos de congelacion-descongelacion previos a la
determinacion (Collinson e7 al., 2004).

Las discrepancias entre los niveles obtenidos con diferentes métodos
influyen en los valores de referencia y punto de corte, los cuales cambian de
acuerdo al método empleado (Wu ez al, 2004, Clerico et al., 2005, Emdin ez al.,
2005). Por ello, es necesaria la estandarizacion, a través de la seleccion de
materiales apropiados y de un procedimiento de medida de referencia, para
obtener iguales resultados, incluso cuando las determinaciones se realizan con

diferentes métodos.

2.6.2. Variabilidad fisiologica

Se ha demostrado recientemente que la mayor parte de la variabilidad
de los resultados de NT-proBNP y BNP es debida a la variacion fisioldgica,
mientras que la variacién analitica es menor (Bruins ez al., 2004). El coeficiente
de variaciéon que refleja la media de la variacién fisiologica (coeficiente de
variacion intraindividual, CVi) en sujetos sanos y en pacientes con insuficiencia
cardiaca cronica estable tiene un rango segun autores del 30% al 50% para
BNP y del 10% al 35% para NT-proBNP (Melzi d’Exril ef al, 2003, Bruins ef al.,
2004, Clerico et al., 2006). Como consecuencia, esta variabilidad tan alta de los

péptidos natriuréticos hace muy dificil el uso de valores de referencia.

Sin embargo, esta ampliamente aceptado que la imprecisién analitica
(CVa) del ensayo no influye significativamente en su uso clinico mientras no
sea superado el 50% del valor del CVi (CVa<0,5xCVi) (Fraser 2004). Debido a

49



3

lE‘ | INTRODUCCION

la alta variabilidad fisiologica, el limite para la imprecisiéon analitica de los
métodos podria ser menos rigurosa, una imprecision (como coeficiente de
variaciéon) <15% podtia ser aceptado. Por el contrario, se sugiere que las
variaciones en las medidas de los PN tres veces el CVa del ensayo (3 X
desviacion estandar de la variabilidad del ensayo), deberfan ser consideradas
clinicamente relevantes, por lo que la imprecisiéon de los inmunoensayos de PN

deberia ser lo mas pequena posible (Clerico ez al., 20006).

Para alcanzar reducciones importantes en el CVi, serfa necesario
conocer mejor los determinantes que producen este aumento; asi, es conocido
que el ejercicio, la toma e infusién de liquidos afectan a las concentraciones de
BNP y NT-proBNP (Lang et al, 1993, Kjaer e al, 2004, Heringlake ez al,
2004). Pero los efectos sobre los niveles de PN en un consumo tipico diario
son desconocidos. Varios estudios muestran que también los niveles de BNP, y
en menor efecto los de NT-proBNP, aumentan a lo largo del dia, alcanzando
valores estables por la tarde (Bruins e 4/, 2004). Estos cambios durante el dia
responderian al ritmo circadiano de los indices hemodinamicos, probablemente
como consecuencia del aumento de presiéon sanguinea y de la frecuencia
cardiaca. Por todo ello, podria estar indicado en estas determinaciones una
estandarizaciéon de la actividad fisica, la toma de fluidos y el tiempo de
obtenciéon de la muestra; aunque quizds estas medidas no reducirian lo

suficiente la variacion biolégica.

Ademas, diversas caracteristicas clinicas como edad y género influyen
sobre los niveles plasmaticos de BNP y NT-proBNP tanto en personas sanas
como en pacientes con insuficiencia cardiaca. Se produce un aumento en los
niveles de PN al aumentar la edad, siendo mas notable en las personas sanas, y
en las mujeres (Wang ez al, 2002, Redfield e al., 2002). Por otro lado, factores
de riesgo cardiovascular como la hipertensién y la obesidad parecen estar
asociados con un aumento y una disminucion, respectivamente, en los niveles
plasmaticos de PN en pacientes con insuficiencia cardiaca y en personas sanas
(Rivera ez al., 2004, Mehra ez al., 2004, Wang ef al., 2004).

Por dltimo, se ha demostrado que los péptidos BNP y NT-proBNP se
encuentran en el torrente circulatorio como una mezcla de varios fragmentos
(Ala-Kopsala et al., 2004), y que la forma intacta de proBNP se encuentra en el

plasma de pacientes con insuficiencia cardiaca (Hammerer-Lercher et al.,
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2008). Por lo tanto, los ensayos comerciales detectarfan tanto la mezcla de los
analitos (BNP y NT-proBNP) fragmentados o no, asi como el proBNP.
Ademas, estudios recientes han demostrado que los péptidos natriuréticos son
glicosilados en el torrente sanguineo (Seferian et al., 2008, Hammerer-Lercher
et al., 2008), produciendo interferencias en el reconocimiento de los epitopos
de unién por los anticuerpos utilizados en los inmunoensayos, asi como
alteraciones en el procesado de la molécula de proBNP (Semenov et al., 2009).
Este hecho tendria una relevancia importante en el diagndstico clinico, y resalta
la importancia del uso de anticuerpos bien caracterizados para alcanzar el

poder diagnéstico éptimo.

En resumen, a pesar de la variabilidad que presentan las
concentraciones de los péptidos natriuréticos, los cambios en su concentracion
deberfan ser considerados potencialmente relevantes en la clinica, incluso
cuando estuviesen cerca de la variacion biolégica intraindividual; ya que reflejan
cambios en la activaciéon del sistema neuroendocrino como resultado de
mecanismos patolégicos especificos y/o intervenciones farmacologicas. En
este sentido, el establecimiento en el tiempo de las concentraciones de PN
podrian ser una herramienta diagnostica util y novedosa para el seguimiento de

pacientes con enfermedades cardiacas.

51



l!* | INTRODUCCION

3. PAPEL. DE L.OS PEPTIDOS NATRIURETICOS EN LA
INSUFICIENCIA CARDIACA

3.1 DIAGNOSTICO

3.1.1 Insuficiencia cardiaca crdonica

El concepto de que los péptidos natriuréticos (PN) pueden ser una
herramienta util para la evaluaciéon de la enfermedad cardiaca en la clinica
rutinaria ha sido estudiada en los ultimos 20 afios. Las herramientas para
comprobar este concepto necesitan ser testadas en la practica clinica para
garantizar que los PN podran igualar indudablemente a otras tecnologfas cuyo

uso esta establecido.

La FDA (Food and Drugs Administration) ha aceptado como test de
laboratorio para el diagnostico de insuficiencia cardiaca (IC) el uso de BNP
(Noviembre 2000, http:/ [ www.fda.gov/ cdrh/ ode/ gnidance/ 1072.pdf) y NT-proBNP
(Noviembre 2002, http:/ [ www.fda.gov/ bbs/ topics/ answers/ 2002/ ANSO1173.himl)
en los Estados Unidos. También, las Guias para el Diagnéstico de IC de la
Sociedad Europea de Cardiologia han reconocido el valor potencial de los PN para
el diagnostico y manejo de la IC (Swedberg e al., 2005; Dickstein ez al., 2008).
Sin embargo, las Guias de la “Awmerican Heart Association” y del “American College
of Cardiology” de los Estados Unidos consideran que el uso de los PN para el
diagnoéstico de IC atn debe ser investigado (Hunt e a/, 2005).

No existe todavia un acuerdo general en la definiciéon del valor de
“punto de corte” de los PN que podria identificar sujetos con IC, debido en
parte a que dependen del método analitico utilizado (Wu ez a/, 2004, Clerico ez
al., 2005, Emdin ez a/, 2005). Sin embargo, la Sociedad Europea de Cardiologia
en sus ultimas Guias para el diagnéstico de IC, sugiere que valores de BNP <
100 pg/mL y de NT-proBNP < 400 pg/mlL estan asociados a una muy poco
probable presencia de este sindrome, valores de BNP entre 100 — 400 pg/mLy
de NT-proBNP entre 400 — 2000 pg/mlL, tendrian un diagnéstico incierto de
IC, y valores de BNP y NT-proBNP por encima de 400 y 2000 pg/mlL,
respectivamente, estarfan asociados a una alta probabilidad de diagnodstico de
este sindrome (Dickstein e al., 2008).
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Por otro lado, existen diferentes factores que influyen sobre los niveles
de los BNP/NT-proBNP (edad, sexo, obesidad, enfermedad renal, hepatica o
pulmonar, asi como diferentes tratamientos médicos) (Wang e al, 2002,
Redfield ez al, 2002, Mehra e al, 2004, Wang et al., 2004) que contribuyen a
una mayor variabilidad en pacientes con IC. También existe cierto
solapamiento de valores de PN entre sujetos sanos y pacientes con
insuficiencia cardiaca sintomatica. Sin embargo, la correlaciéon que muestran los
niveles plasmaticos de BNP y NT-proBNP con valores elevados de la presion
ventricular al final de la diastole (T'schope e al, 2005), estrechamente
relacionada con la disnea en la insuficiencia cardiaca, y su correlaciéon con el
estadio funcional del paciente (Maisel ¢ @/, 2002), sugieren que estos péptidos
son dutiles como indices neurohormonales de la disfuncién del ventriculo

izquierdo y de la IC.

3.1.2 Insuficiencia cardiaca aguda

El papel diagnéstico de los ensayos de BNP o NT-proBNP en
pacientes con signos y sintomas sospechosos de I1C aguda, ha sido evaluado en
numerosos estudios, casi todos ellos realizados en los servicios hospitalarios de

urgencias.

En el estudio multicéntrico “Breathing Not Properly”, el ensayo de BNP
fue el factor predictor mas fuerte de disnea aguda de origen cardiaco, con una
sensibilidad del 90%, especificidad del 76%, y una precision del 83%, para un
“valor de corte” de 100 pg/ml. El porcentaje de pacientes con un diagnéstico
dudoso se redujo del 43% al 11% cuando se dispuso de valores de BNP
(Maisel ez al., 2002).

Estudios posteriores demostraron que la concentracion de NT-
proBNP  estaba elevada significativamente en pacientes con IC
descompensada, e identificaban a pacientes con disfuncién ventricular y
enfermedad pulmonar concomitante; los “puntos de corte” para NT-proBNP
fueron de 507 y 973 pg/ml, respectivamente (Lainchbury ez a/, 2003, Bayés-
Genis ¢ al., 2004). Resultados que estaban en concordancia con los obtenidos
en el estudio “ProBNP Investigation of Dyspnea in the Emergency Department”
(PRIDE), donde los niveles de NT-proBNP fueron, en el diagnéstico final de

IC, de mayor wvalor que la exploraciéon clinica. Estos datos estaban
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correlacionados con la gravedad de los sintomas, presentando un “punto de
corte” para NT-proBNP de 300 pg/ml. Sin embargo, la combinacién de NT-
proBNP mias el analisis clinico fue la herramienta mas util para el diagnéstico

del paciente (Januzzi ez al., 2005).

Por dltimo, un estudio prospectivo y randomizado reciente, amplia el
papel del BNP en términos de coste-efectividad, al mejorar la eficacia en el
diagnodstico y tratamiento de pacientes con disnea aguda, y reducir
significativamente el periodo de hospitalizacién y coste total del tratamiento
(Mueller e al, 2006a). Este hecho es similar al obtenido en el estudio “Rapid
Emergency Department Heart Failure Outpatient Trial” (REDHOT), que demuestra
que la utilizaciéon del test BNP descendia en un 10% las hospitalizaciones
“innecesarias” (Maisel ez al., 2004).

En conclusién, tanto BNP como NT-proBNP deben ser determinados
para la exclusion de nuevos casos de IC aguda en pacientes evaluados en
atencion primaria, asf como en el establecimiento de un diagnéstico diferencial

de IC aguda en urgencias.

3.1.3 Disfuncion ventricular

Varios estudios intentan correlacionar los niveles plasmaticos de BNP
con la funcién del ventriculo izquierdo (VI). En general, el poder diagnéstico
del test esta relacionado con el descenso de la funcién ventricular y su

prevalencia en estudios poblacionales.

Uno de los primeros trabajos que analizé el poder del test BNP
plasmatico para la identificacién de disfuncion sistélica del VI (DSVI), definida
como fracciéon de eyeccion (FE) <30%, fue el del grupo de McDonagh en
Glasgow (Reino Unido). Este estudio concluyé que en una poblacion con una
prevalencia de 3,2% de DSVI, el BNP era un marcador util en la exclusién de
disfuncién con un valor predictivo negativo de 98%, para un punto de corte
para BNP >18 pg/ml (McDonagh e# al,, 1998). Un trabajo posteriot, en el que
la prevalencia de DSVI fue del 11%, definida como FE <45%, la medida de
BNP permitié la identificaciéon de pacientes sin disfuncién, con un valor
predictivo positivo de 96% (Yamamoto ef al., 2000). Posteriormente, el grupo
de Maisel en la Universidad de California (Estados Unidos), con una definicién

de DSVI diferente (FE <50% o disfuncién diastdlica), aumento la prevalencia
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(47%) y obtuvo una elevada especificidad (98%) y sensibilidad (86%) para un
“punto de corte” de BNP de 75 pg/ml (Maisel ¢7 al., 2001).

Estudios mas recientes han evidenciado que mas de la mitad de los
sujetos con DSVI o diastélica (DDVI) son asintomaticos. Un test sencillo y
econémico como es el ensayo de BNP, podria ser util en la identificacién de
los sujetos que requieren examenes mas sofisticados (ecocardiografia). En el
estudio Framingham, con mas de 3.000 voluntarios, la medida de BNP no
resulto util en el “sereening” de la poblacion (area debajo la curva (AUC) de 0,56
— 0,85) debido a la baja prevalencia de la disfunciéon ventricular (FE <50%)
(Vasan ez al, 2002). Estos datos fueron confirmados por otro estudio
poblacional que obtuvo especificidades y sensibilidades “limitadas” (Redfield ez
al., 2004). Mejores resultados obtuvieron el grupo de Bay y colaboradores
(2003) que publicaron uno de los primeros trabajos con un amplio nimero de
pacientes (3.236 sujetos hospitalizados y asintomaticos de 1C), estableciendo la
utilidad de NT-proBNP en la prediccion de DSVI (FEVI <40%) con una
sensibilidad del 73%, especificidad del 82% y un valor predictivo negativo del
98%, todo ello para un “punto de corte” NT-proBNP de 1.050 pg/ml.
También el grupo de Nielsen de la Universidad de Glasgow (Reino Unido)
obtuvieron, en un estudio prospectivo realizado con pacientes de alto riesgo
(n=460), seleccionados en base a criterios clinicos (alta presién sanguinea y/o
electrocardiograma normal), una reduccién en el ndmero de exdmenes
ecocardiograficos necesarios, de 17 a 12, para la identificaciéon de disfuncion
sistlica del ventriculo izquierdo (DSVI), gracias a los datos obtenidos con los
niveles de BNP (Nielsen ez a/., 2003).

Otros estudios han mostrado que no sélo el NT-proBNP y BNP
estaban elevados en la ICC con DSVI, sino también en la ICC con disfuncién
diastélica, aunque los niveles de PN entre los pacientes con ICC no sistdlica
son tipicamente mas bajos que en aquellos con disfuncién sistolica e ICC.
Lubien y colaboradores de la Universidad de California (2002) , estudiaron el
poder diagnéstico del BNP para la DDVI en una cohorte de pacientes con una
prevalencia del 40%, y obtuvieron un AUC de 0,92, con buena especificidad
(83%) y valor predictivo positivo (96%), para un “punto de corte” de 62 pg/ml
de BNP. Un estudio mas reciente mostré que los niveles de NT-proBNP

aumentaban en pacientes sintomaticos con disfuncién diastélica aislada y
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correlacionaban con la gravedad de la disfuncién; los autores obtuvieron un
AUC de 0,83, similar a la definida para el Doppler tisular, con un “punto de
corte” de 120 pg/ml. Este dato fue un factor predictivo independiente de la
disfunciéon diastolica con una odds-ratio de 1,2 por cada unidad de aumento de
NT-proBNP (Tschépe ef al., 2005).

En conclusién, diferentes estudios muestran que la concentraciéon de
ambos péptidos, BNP y NT-proBNP, estd asociada con una funcién
ventricular anormal. Ademas, estudios cuya prevalencia del punto de corte para
la disfuncién ventricular en la cohorte es baja (5% al 10%) muestran un buen
valor predictivo negativo (“exclusion de DVI”) para ambos péptidos. Sin
embargo, cuando la prevalencia es mayor (40% al 60%), el valor predictivo
positivo (“inclusion DVI”) mejora a expensas de empeorar el valor negativo.
Estos hallazgos prospectivos deberfan ser confirmados en estudios posteriores,
antes de recomendar la utiliazacién de los péptidos natriuréticos en el

“screening”’ poblacional.

3.2 PRONOSTICO

Con un porcentaje de mortalidad del 50% en cinco afos y un 90% en
10 afios para pacientes con insuficiencia cardiaca, encontrar un marcador que
correlacione bien con el pronéstico serfa de gran ayuda para la estratificacion
del riesgo. Muchos estudios estan mostrando que los niveles plasmaticos de
BNP y NT-proBNP son altamente predictivos para los eventos de origen

cardiaco.

Cheng y col. encontraron, en un grupo de 72 pacientes ingresados por
IC descompensada, que los pacientes que tuvieron un evento (muerte o
readmisién) aumentaban sus niveles de BNP durante el periodo de
hospitalizaciéon (1 mes), mientras que los pacientes sin eventos tuvieron una
disminucién en la concentracion plasmatica de este péptido (Cheng ez al,
2001). En un estudio de 325 pacientes que presentaban disnea en urgencias, los
que tenfan niveles de BNP mayores de 480 pg/ml tuvieron una probabilidad
acumulada del 51% de muerte (cardiaca o no cardiaca), de ingreso hospitalario

(cardiaco), o de repetidas visitas a urgencias en los 6 meses siguientes. En
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contraste, solo el 2,5% de los pacientes con menos de 230 pg/ml suftieron uno

de esos eventos (Harrison ef al, 2002).

En el contexto de un estudio clinico internacional como el “Valsartan
Heart Failure Trial” (Val-HeFT), en una poblacion relativamente seleccionada
de 4.300 pacientes con IC (FE <40%), una concentracién de BNP >97 pg/ml
tuvo un valor pronoéstico significativo (hazard ratio de 2,2) en términos de
mortalidad y morbilidad cuando fue afiadido al modelo que inclufa variables
clinicas, demograficas y ecocardiograficas (Anand et a/, 2003). Recientemente,
investigadores del estudio “Framingham”, después de ajustar por los factores de
riesgo  tradicionales en personas asintomaticas de mediana edad
(aproximadamente 59 afios) en un seguimiento de 5 afios, encontraron que el
nivel de BNP fue un factor predictivo independiente del riesgo de muerte,
insuficiencia cardiaca, fibrilacién auricular, e ictus cerebral (Wang e a/, 2004b).
Este hallazgo sugiere que, en una cohorte basada en poblacion asintomatica,
hay datos prondsticos importantes incluso si el rango de BNP esta por debajo
de 100 pg/ml, el nivel usado en la exclusiéon de insuficiencia cardiaca en el 90%
de pacientes con disnea aguda. Sin embargo, no hay todavia suficientes datos
para constatar que medidas repetidas de BNP en un paciente de forma
individual tenga un valor prondstico mayor que una medida tnica de este
péptido (Bettencourt ez al, 2004). Un estudio reciente realizado en 48.629
pacientes obtenidos del registro ADHERE (“Acute Decompensated Heart Failure
National Registry”), muestra que niveles elevados de BNP en el momento del
ingreso son un factor predictivo de la mortalidad hospitalaria en la insuficiencia

cardiaca aguda (Fonarrow ez al, 2007).

En cuanto al papel prondstico de los niveles plasmaticos de NT-
proBNP el grupo de Fisher y colaboradores (2003) midieron la concentracion
de este péptido en 87 pacientes ingresados en urgencias con insuficiencia
cardiaca causada por disfuncion ventricular sistélica y encontraron que NT-
proBNP era un fuerte predictor de muerte y hospitalizacion por 1C (odds ratio
de 4,15). En un estudio con un seguimiento mas amplio con 672 pacientes
ambulatorios asintomaticos, el NT-proBNP fue el mayor predictor
independiente de mortalidad (bagard ratio de 5,7, p<0,0001), ingresos
hospitalarios por 1C (hazard ratio de 13,83, p<0,0001), y otros ingresos de
origen cardiaco (Groening e al, 2004). El grupo de Gardner (Unidad de
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Trasplante Cardiopulmonar, Glasgow Royal Infirmary) en 2003, estudié a 142
pacientes con IC avanzada bajo consideracion de trasplante, encontrando que
una unica medida de NT-proBNP plasmatico (mayor de 1.490 pg/ml) fue un
factor predictivo de muerte o trasplante urgente, con una odds-ratio de 6,8. Por
ultimo, resultados obtenidos en el estudio “Carvedilol Prospective Randomized
Cummulative Survival” (COPERNICUS) en 1.011 pacientes con insuficiencia
cardiaca severa, demostraron que los valores de NT-proBNP en plasma fueron
un factor predictivo para toda causa de mortalidad (bazard ratio de 2,7) y de
muerte mas hospitalizacion por 1C (bazard ratio de 2,4) para una concentracion
de NT-proBNP por encima de 1.767 pg/ml (Hartmann 7 al., 2004). Resultados
similares han sido recientemente descritos en el estudio “The Prospective
Randomized Amlodipino Survival Evaluation 2” (PRAISE-2), donde Staton vy
colaboradores (2005), encontraron que NT-proANP, BNP y NT-proBNP
fueron factores predictivos de mortalidad a corto plazo (1 afio) en 173
pacientes con insuficiencia cardiaca cronica. El grupo de Januzzi y col (2000)
observaron que niveles de NT-proBNP por encima de 5.180 pg/mL son utiles
para evaluar el prondstico a corto plazo (76 dias) en pacientes disneicos con

insuficiencia cardiaca aguda

Por ultimo, en los ultimos afios numetrosos articulos han evaluado la
capacidad pronéstica del porcentaje de cambio de los péptidos natriuréticos
(BNP y NT-proBNP), mostrando que ambas moléculas predicen la mortalidad
y eventos cardiovasculares en pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada o
descompensada (Motrow ef al., 2005, Gardner ez al, 2007, Pascual-Figal ¢z al,
2008).

Todos estos interesantes trabajos han llevado al concepto de que la
medida de NT-proBNP podria ser el nuevo “estaindar de oro” para predecir el

desenlace a largo tiempo de pacientes con IC.

3.3. MONITORIZACION DEL TRATAMIENTO

Varios autores han sugerido que la monitorizacion de BNP podria
ayudar y guiar a los cardidlogos en la evaluacién de la eficacia y optimizacion
de la terapia en la insuficiencia cardiaca (IC). Sin embargo, sélo existen estudios

preliminares (con un numero limitado de pacientes) que evalien esta hipotesis.
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En un primer estudio, 20 pacientes escogidos al azar diagnosticados
con IC leve o moderada, fueron divididos en 2 grupos: A) bajo tratamiento con
un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina IECA), cuya dosis se
control6 mediante sucesivas medidas de la concentracion plasmatica de BNP; y
B) bajo tratamiento empirico 6ptimo con un IECA (grupo clinico), durante 8
semanas (Murdoch ez a/, 1999). Sélo en el grupo de pacientes donde la terapia
fue guiada con BNP se consiguié una caida de la frecuencia cardiaca, un
aumento en los niveles de renina y una reduccién significativa de la
concentracion circulante de este péptido. En un segundo trabajo, Troughton y
colaboradores (2000), estudiaron 69 pacientes con disfuncién sistolica e
insuficiencia cardiaca sintomatica que fueron tratados siguiendo un protocolo
secuencial que consistia en un IECA mas otra droga, y fueron asignados a un
seguimiento clinico con o sin conocimiento de la concentracion de NT-
proBNP. En el grupo de pacientes monitorizados con NT-proBNP, los
eventos cardiovasculares descendieron un 65% durante un seguimiento de 9,5
meses. Un estudio mas reciente (Al-Mesimani ¢f al., 2007) con 149 pacientes
ingresados con insuficiencia cardiaca durante un periodo de 19 meses, y
después de 3 meses bajo tratamiento, demostré que los niveles de NT-proBNP
descendieron acompafiados de una mejora en los parametros ecocardiograficos
y también en los sintomas. Por ultimo, una revisién hecha por varios autores
sobre el papel de NT-proBNP en la monitorizacién y guia terapéutica de
pacientes con IC no ingresados, concluye que los niveles del péptido
disminuyen en respuesta a la adicién de farmacos con beneficio probado en la
IC, y por ello un terapia que conduzca a un descenso de NT-proBNP facilitaria
el uso 6ptimo de estos farmacos con una reducciéon de los eventos clinicos
adversos (Troughton & Richards 2008).

Sin embargo, a pesar de la evidencia publicada hasta ahora, algunos
aspectos del papel de los test BNP o NT-proBNP en la monitorizacion del
tratamiento en pacientes con IC tienen que ser aclarados, como el efecto de
diferentes tratamientos cardiacos sobre sus niveles. Los betabloqueantes (una
terapia de uso establecido en pacientes con IC) ejercen efectos ambiguos sobre
los PN (descenso, neutralidad o incluso aumento) debidos posiblemente a la
duracién del tratamiento (incremento rapido en el momento de la introduccién

del medicamento seguido de un progresivo descenso), pero también debido a
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la selectividad farmacoldgica de los diferentes componentes (Baran ez a/, 2000,
RESOLVD 2000, Richards ez a/, 2002, Yoshizawa ez al., 2004). También hay
que tener en cuenta el descenso de los niveles de péptidos natriuréticos que
producen los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECAS).
El estudio ValHeFT mostrd que pacientes que tomaban valsartan tuvieron un

descenso significativo en la concentracion sérica de BNP (Latini ef a/, 2002).

Por otra parte, los valores de BNP o NT-proBNP podrian reflejar una
respuesta terapéutica en una poblacién de pacientes parcialmente homogénea,
y ser usados como referencia en estudios clinicos, teniendo en cuenta un
tiempo de seguimiento determinado. En un estudio reciente, Wu & Smith
(2004) aplicaron los conceptos de variabilidad biolégica a sucesivas medidas de
BNP y NT-proBNP en pacientes con IC y encontraron que una
monitorizaciéon diaria de estos péptidos para vigilar el tratamiento no estaba
indicado, ya que la visualizacién de los cambios en los niveles de PN requeria
muchos dias. En otras palabras, cuando monitorizamos el tratamiento a un
paciente con insuficiencia cardiaca, las diferencias en los niveles de PN a lo
largo del tiempo podrian ser consideradas relevantes si estos excediesen la gran

variabilidad (analitica y bioldgica) que caracteriza a estos marcadores.

Por ultimo, ademas de la gufa terapéutica con agentes tales como
IECA, betabloqueantes o ARA 11, el uso de NT-proBNP podria ser de interés
el seguimiento del tratamiento de ICC con ‘“nesiritide”, un analogo sintético de
BNP con efectos vasodilatadores, diuréticos y natriuréticos. La eficacia del
“nesiritide” en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca aguda ha sido aprobado
(Colucci et al., 2000, Elkayam ez al., 2004). Sin embargo, “nesiritide” es un 100%
analogo al BNP enddgeno, por lo que en su uso altera la medida de los niveles
de BNP haciendo que el seguimiento de la terapia con este marcador sea inutil.
Por otro lado, la medida de NT-proBNP no esta afectada por esta molécula
con lo que, en situaciones de tratamiento con “nesiritide”, NT-proBNP es mas

util en la monitorizacidon de la insuficiencia cardiaca.

En resumen, la medida de BNP y NT-proBNP es claramente util en el
diagnodstico y prondstico de la IC, y podria ser también util en la
monitorizacion del tratamiento para asi disminuir el riesgo potencial en los
pacientes. Sin embargo, estos hallazgos necesitan ser confirmados por estudios

clinicos randomizados con un mayor nimero de pacientes.
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3.4. BENEFICIO EN EL COSTE HOSPITALARIO

Los péptidos natriuréticos estan recomendados para el diagnostico de
insuficiencia cardiaca, como hemos mostrado en el apartado 3.1 de esta tesis
doctoral. Sin embargo, queda todavia pendiente si el uso de estos péptidos

mejora la relacion entre coste-efectividad en este sindrome.

Existen diversos estudios que analizan esta cuestion concluyendo que el
uso de la determinacién de BNP y NT-proBNP estd asociada con una
disminuciéon en el coste hospitalario sin un peor prondstico a corto plazo.
Nielsen y colaboradores (2004) analizaron retrospectivamente la relaciéon coste
— efectividad del uso de los niveles plasmaticos de BNP en el diagnéstico de
disfuncién ventricular izquierda en una poblacién general. Obteniendo una
reduccion del 26% del coste (1.243$ frente a 1.681$) cuando se hacia una
seleccion previa a la realizacion de un ecocardiograma en el grupo con alto
riesgo de disfuncién ventricular en base a los niveles plasmaticos de BNP, que
realizando un ecocardiograma a todos los pacientes. Los investigadores del
estudio B-Type Natriuretic peptide for Acute Shortness of Breath Evalnation (BASEL)
mostraron que la introduccién del analisis de BNP en pacientes con disnea
aguda que se presentaron en la Unidad de Urgencias estuvo asociado con una
reduccién estimada en el coste medio por paciente de 1.854§ (Mueller ez 4/,
2004, Mueller ef al., 2006b). Posteriormente, en el estudio Improved Management
of Patients with Congestive Heart Failure IMPROVE-CHF) se demostré una
reduccion media de los costes, a 60 dias, de 9499, incluyendo visitas al Servicio
de Urgencias, hospitalizaciones, visitas a consultas externas; sin embargo, no se
obtuvo una reduccion significativa en los costes medios entre la primera visita
al Servicio de Urgencias y la primera hospitalizacion entre el grupo que tomo
como referencia la medida de NT-proBNP en plasma y el grupo sometido a los
procedimientos habituales (Moe ¢ @/, 2007). También, el grupo de Ng y
colaboradores (2005) analizaron el beneficio del uso del analisis de NT-
proBNP en orina para la deteccién de la disfuncién ventricular, concluyendo
que la mejor estrategia para coste-efectividad era la realizaciéon de la medida
secuencial de NT-proBNP en orina y suero; midiendo primero la
concentracion en orina de este péptido para excluir la disfuncién ventricular y
después, someter a los pacientes que dieron positivo a una medida en suero de

NT-proBNP. Esta secuencia minimizarfa el numero de ensayos necesarios
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alcanzando especificidad, valores predictivos positivos y negativos similares, y
también reduciria el nimero de ecocardiogramas para detectar un caso de
disfuncién ventricular izquierda. Por dltimo, un estudio realizado por Rutten y
colaboradores (2008) en el Servicio de Urgencias, ha mostrado una tendencia a
la reducciéon de costes, relacionados con los ingresos y las pruebas diagnosticas
previas, de 1.364%, con un pronéstico para la mortalidad a 30 dfas similar entre

el grupo seguido mediante medidas de NT-proBNP y el grupo control.

Estos estudios muestran como la determinaciéon de péptidos
natriuréticos pueden ser un método previo a la ecocardiografia que produce
una reduccioén de costes en el “sereening” de estos pacientes, incluso utilizando
valores bajos de corte para el diagndstico que conllevan un alto numero de
falsos positivos. También habria que tener en cuenta que este tipo de estudios
dependen mucho del precio del ensayo de BNP o NT-proBNP y de la
realizacion del ecocardiograma, pudiendo variar considerablemente entre

paises, unidades y sistemas de sanidad.

3.5. SINDROME CARDIORRENAL

Debido al mejor tratamiento de los pacientes con insuficiencia cardiaca
(IC) se ha logrado mejorar su prondstico; sobreviven pacientes mas graves, de
mas edad y que padecen frecuentemente enfermedades concomitantes. Por
ello, no es sorprendente que en un mismo paciente coexista el fallo cardiaco y
la disfuncién renal, puesto que ambas patologias comparten factores de riesgo
comunes. Aproximadamente un tercio de la mitad de los pacientes con IC
desarrolla disfuncion renal definida por la National Kidney Foundation, como una
tasa de filtrado glomerular renal (FGR) menor de 60 mL min" - (1,73 m?’
(Vanholder e7 al., 2005).

La disfuncién cardiaca asociada al empeoramiento hemodinamico
ocasiona activaciéon de mecanismos compensadores en 6rganos sistémicos
desempefiando el rifén un papel central, ya que regula la homeostasis de
electrolitos y el volumen intravascular. La retenciéon de sodio y agua por el
rifién puede deteriorar aun mas la funcioén cardiaca debido a un incremento de
la precarga y poscarga, dando lugar a un “circulo vicioso” que lleva a que la

disfunciéon renal y cardfaca combinadas amplifiquen la progresion del fallo de
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cada 6rgano individual (Bongartz ef al, 2005). Esto toma importancia durante
el tratamiento de la IC, circunstancia en la que se debe minimizar o evitar el
deterioro de la funcién renal. Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente
podriamos definir el “Sindrome Cardiorrenal” como la presencia de fallo cardiaco y
renal concomitante, con sobrecarga de volumen y resistencia a las diferentes terapias estandares

para esta patologia, con mayor exacerbacion de los sintomas (Sultan & Osso 2000).

La disfuncién renal es altamente prevalente y es un predictor de
eventos adversos en pacientes con IC (Vanholder e a/, 2005, Bardaji &
Martinez-Vea 2008). Los desérdenes del ventriculo izquierdo, tales como la
hipertrofia, dilatacién y disfuncién sistlica, estan bien establecidos en la
insuficiencia renal y estin asociados con un aumento de la morbididad y
mortalidad en estos pacientes. Hillege y col en el afio 2000 demostraron que la
disfuncién renal es un buen predictor a corto plazo de todo tipo de mortalidad
en pacientes con IC con clase funcional moderada (NYHA II). Otro estudio
realizado por el grupo de Van Biesen muestra que la insuficiencia renal
moderada es un factor de riesgo para la mortalidad cardiovascular en un
seguimiento a 10 aflos en una poblaciéon de sujetos sanos (Van Biesen e al,
2007). Sin embargo, un trabajo reciente de Gardner y colaboradores revela que
el FGR estimado mediante el método MDRD (Modification of Diet in Renal
Disease) (Levey et al, 1999) no predice la mortalidad en pacientes con IC

avanzada referidos a trasplante (Gardner ez /., 2007).

La funcién renal estaba definida de acuerdo al aclaramiento de la
creatinina, sin embargo, el establecimiento de la funcién renal ha mejorado
recientemente con el uso de la estimacion del filtrado glomerular renal (eFGR)
como establece la National Kidney Foundation, ya sea calculado mediante la
térmula de Cockroft y Gault en 1976 o por la férmula de MDRD.

Los niveles séricos de BNP y NT-proBNP dependen de la funcién
renal, a través de su metabolismo y excrecion (Martinez-Rumayor ¢ al, 2008;
Goetze et al, 2006). Como consecuencia, su concentraciéon podria estar
aumentada por una sobrecarga de volumen a causa de un aumento del
volumen intravascular y/o una reduccién de la aclaracién renal en ausencia de
cualquier disfuncién cardiaca. Sin embargo, estudios recientes sugieren que la
concentracion de los péptidos natriuréticos en pacientes con insuficiencia renal

irfan paralelos a la presencia y gravedad de las anormalidades cardiacas y
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podrian ofrecer también una informacién pronodstica importante (Carr ef al,
2005, Defilippi et al., 2005).

Varios estudios han investigado el impacto de la disfuncién renal sobre
los niveles de BNP y NT-proBNP en suero. Las concentraciones medias de
estos péptidos natriuréticos aumentan progresivamente con la disfuncién renal,
estimada como FGR, y existe una relacion inversa entre la funcién renal y estos
péptidos natriuréticos; este hecho ha sido observado en pacientes que
presentan disnea en el servicio de urgencias (McCullough ez 4/, 2003,
Anwaruddin ez a/, 2006, Defilippi ez al, 2007), y en pacientes con insuficiencia
cardiaca aguda o congestiva (Lamb e7 4/, 2006, Tsutamoto et al, 2006, Van
Kimmenade 7 a/, 2006). Ademas, se ha visto que las concentraciones de estos
péptidos cardiacos en suero son predictores de insuficiencia cardiaca
descompensada y proveen informacién prondstica adicional tanto en pacientes
con funcién renal normal o deprimida (McCullough ¢z al., 2003, Defilippi ez al.,
2007, Pimenta ez al., 2007).

En resumen, la disfunciéon renal juega un papel importante en la
evolucién clinica y prondstico de pacientes diagnosticados de insuficiencia
cardiaca. Por otra parte, la concentracion sérica de péptidos natriuréticos esta
influenciada por la funcién renal, pudiendo alterar el poder diagnéstico y

pronostico de estas moléculas en pacientes con sindrome cardiorrenal.

3.6. TRASPLANTE CARDIACO

El trasplante cardiaco es una opcién importante para aquellos pacientes
con insuficiencia cardiaca grave cuya enfermedad no responde al tratamiento.
Sin embargo, este trasplante no esta exento de riesgo, con una mortalidad en el
primer afio del 19%, y con gran dificultad para la identificaciéon de pacientes

con alto riesgo de mortalidad.

Estudios recientes muestran como un aumento de los niveles de BNP
o NT-proBNP estan asociados con baja supervivencia en todos los estadios de
insuficiencia cardiaca. El grupo de Cardiologia del Hospital Universitario de La
Fe (2006) vieron que los niveles de BNP eran ligeramente mayores en

pacientes transplantados con un grado de rechazo mayor (Hervas et al., 2004).
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Resultados similares para NT-proBNP obtuvieron posteriormente Cuppoletti y
colaboradores (2005) donde niveles mas elevados del péptido estuvieron
correlacionados con un mayor numero de complicaciones post-trasplante,
siendo el rechazo agudo la causa mas frecuente; sin embargo, la medida de N'T-

proBNP no fue un marcador para la deteccién de rechazo agudo.

Por otro lado, el grupo de Mehra en Nueva Orleans (2004), ha
demostrado que el BNP es un factor predictor independiente de supervivencia
después de un trasplante cardiaco, en un periodo de tiempo largo (media 5
afios). La supervivencia alcanzé el 95% asociada a valores bajos de BNP (<250
pg/ml). Otros estudios, muestran que una unica medida de NT-proBNP una
semana después del trasplante cardiaco puede ayudar a identificar a los
pacientes con alto riesgo de morir ya que estos pacientes se caracterizan por
concentraciones elevadas de NT-proBNP de manera persistente (Gardner ef al.,
20006), asi como los valores de BNP determinados en una unica o en dos
medidas dentro del primer afio después del trasplante cardiaco podrian ayudar
a distinguir un grupo de pacientes con alto riesgo de sufrir complicaciones a
largo plazo (Martinez-Dolz ez al, 2007, Martinez-Dolz ef al., 2008).

En conclusion, la razén por la que la concentracion de NT-proBNP
debe ser predictor de mortalidad en esta poblacion es incierta, sobretodo dado
la heterogeneidad en las causas que la producen. Sin embargo, existen
evidencias previas que asocian un valor alto de BNP/NT-proBNP con una
peor supervivencia, y aunque la posibilidad de usar un test sencillo en sangre
que pudiese determinar el prondstico de estos pacientes es muy atractiva, se
necesitan nuevos estudios, con un mayor numero de pacientes, que definan

exactamente el papel de estos péptidos en el trasplante cardiaco.
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Il. HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

“Es bastante evidente que el corazon es una parte de los vasos y su origen; y por esto estd bien
sitnado por su estructura. Su parte central se constituye de una sustancia densay hueca, y
ademds estd lleno de sangre, como si los vasos tomasen desde alli su origen.... La sangre
converge dentro de los vasos desde el corazdn, pero no pasa dentro del corazon desde fuera. Por
ello él mismo constituye el origen y la fuente. .. Pero considerando que como los principales
vasos sanguineos son dos, llamados vaso mayor y la aorta, cada uno de los cuales es origen de
otros vasos; y ademas, puesto que como esos dos vasos presentan diferencias, cuando comparamos
el uno con el otro es de esperar que tendrdn por si mismos distintos origenes. Esta suposicion se
mantiene ya que cada lado tiene su propia sangre, y la sangre de un lado se mantiene separada
de la del otro lado. Por esta razin el corazon, siempre que sea posible, tiene dos receptdculos”

Descripcion del corazon
De partibus animalium (De las partes de los animales) 350 a.C
Aristiteles (384-347; a.C
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La insuficiencia cardiaca (IC) es el resultado no sélo de una sobrecarga
hemodinamica o dafio miocardico, sino también de una compleja interaccion
entre cambios genéticos, neurohormonales, inflamatorios, y bioquimicos que
actian sobre los cardiomiocitos y sobre su entorno, intersticio cardiaco. Como
consecuencia a todos estos mecanismos, el paciente con IC tiene niveles
elevados de enzimas, hormonas, citocinas y otros marcadores de estrés y
disfunciéon cardiaca (colectivamente llamados bimarcadores), que podrian
encontrarse en condiciones elevadas, tanto en sangre como en orina, y tener
una importancia clinica relevante. Una familia de biomarcadores son los péptidos
natriuréticos cuya sintesis esta influenciada por los cambios hemodinamicos
debidos a sobrecargas de volumen en el corazén, que conducen a un
alargamiento del ventriculo y a un aumento del estrés de pared ventricular,
procesos que ocurren en la insuficiencia cardiaca. Ademas, sus niveles podrian
estar alterados en la disfuncién renal, enfermedad muy prevalente en pacientes
con insuficiencia cardiaca (“sindrome cardiorrenal”), como consecuencia logica

al aumento del volumen intravascular.

Por todo ello, nuestra hipétesis de trabajo es que los péptidos
natriuréticos, en concreto la concentraciéon de péptido natriurético tipo B
(BNP) y su fragmento N-terminal (NT-proBNP), podrian guardar relacién con
parametros ecocardiograficos que cuantifican el grado de disfunciéon
ventricular, asi como con otras neurohormonas implicadas en el proceso de
remodelado cardiaco. Ademas, estas moléculas podrian estar influenciadas por
factores de riesgo cardiovascular como, la obesidad. También nos planteamos
verificar si sus niveles séricos y urinarios, podrian servir como “marcadores” de
la situacioén clinica, mejorando el diagnéstico y el prondstico, asi como ser de
utilidad para la monitorizacién de la evolucion de pacientes diagnosticados de
insuficiencia cardiaca. Por dltimo, nos planteamos investigar si la expresion
tisular de péptidos natriuréticos (proBNP, BNP y NT-proBNP), en corazones

con este sindrome, guarda relacién con la etiologia de la insuficiencia cardiaca.
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Analizando prospectivamente una cohorte de pacientes diagnosticados
de insuficiencia cardiaca y un grupo de sujetos sometidos a transplante
cardiaco, se pretende confirmar la hipétesis de esta tesis doctoral mediante los

siguientes objetivos:

1. Determinar la relaciéon entre la velocidad maxima de relajaciéon (RVm) y
las areas telediastolica (ATD) vy telesistolica (ATS) del ventriculo
izquierdo y sus indices derivados, con la concentraciéon sérica de NT-
proBNP.

2. Estudiar la relacién entre la concentracion sérica de NT-proBNP y los
niveles plasmaticos de big ET-1 y aldosterona, neurohormonas

implicadas en el desarrollo de la insuficiencia cardiaca.

3. Comparar los niveles séricos de NT-proBNP entre pacientes obesos y
no obesos con insuficiencia cardiaca de origen isquémico o dilatado, y
establecer la influencia del factor obesidad sobre los niveles del
péptido.

4. Analizar la presencia de NT-proBNP en orina, relacionar sus niveles
urinarios con los encontrados en suero, e investigar su potencial en el

diagnoéstico y prondstico de este sindrome.

5. Comparar los niveles de BNP en orina de sujetos sanos con los de
pacientes con insuficiencia cardiaca, y establecer su valor diagndstico y

prondstico para eventos y mortalidad de origen cardiovascular.

6. Correlacionar distintos parametros de funciéon ventricular con la
concentracion de BNP en orina, comparar sus niveles segin la
disfuncién ventricular sistélica, y analizar su valor diagndstico para una

fraccion de eyeccion (FE) disminuida.

7. Estudiar la relacién entre los niveles urinarios de NT-proBNP y BNP
con el filtrado glomerular renal (eFGR), e investigar el valor
diagnoéstico y prondstico de ambos péptidos en relacion con la funciéon

renal.

8. Analizar simultineamente, la variabilidad de los niveles de NT-proBNP

en suero y orina durante un seguimiento a 24 meses, en pacientes
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diagnosticados de insuficiencia cardiaca, clinica y funcionalmente

estables.

Determinar los niveles de proBNP, BNP y NT-proBNP en corazones
con insuficiencia cardiaca comparandolos con corazones humanos
control, analizar si existe correlacion entre las tres formas moleculares,

y la influencia de la etiologia de este sindrome sobre su expresion.
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RESULTADOS

I1l. MATERIAL Y
METODOS

“Si tu matases un animal cortando a lo largo de un niimero de sus arterias principales,
encontrarias que las venas pasarian a estar vacias junto con las arterias: abora, esto nunca
podria ocurrir si no hubiese anastomosis entre ellas. De ignal manera, también, en el mismo
corazon, la porcidn mads fina de la sangre es vertida desde el ventriculo derecho hasta el
izquierdo, a causa de unas perforaciones en el septo interventricular... Y en segundo lugar, el
hecho de que la insercion de la vena cava en el corazin es mds grande que la vena que es
insertada dentro de los pulmones, sugiere que no toda la sangre que la vena cava aporta al
corazon es conducida en sentido contrario desde el corazin a los pulmones.... Ademds, de los
dos vasos conectados con el ventriculo igzquierdo, el que aporta ‘pneuma’” dentro de él desde los
Ppulmones es mucho mds pequerio que la gran arteria desde la cual se originan las arterias de
todas partes del cuerpo; esto sugiere que no toma pnenma meramente de los pulmones, sino que
también toma sangre desde el ventriculo derecho a través de las anastomosis mencionadas”.

Descripcion de la circulacion
“De Usu Partium” (El Uso de las Partes)
Galeno hacia 129-199 d.C
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1. ESTUDIO DE BIOQUIMICA CLINICA

1.1. GRUPOS CLINICOS

Se estudiaron 114 pacientes no ingresados (81 varones y 33 mujeres,
con edad media 64 * 13 afios), recogidos de forma consecutiva en las consultas
externas de cardiologia de 6 hospitales de la Comunidad Valenciana: Hospital
General Universitario de Elche, Hospital General de Alicante, Hospital
Universitario San Juan de Alicante, Hospital General de Valencia, Hospital
Universitario Dr. Peset de Valencia y Hospital Universitario La Fe de Valencia.
Todos los pacientes estaban diagnosticados de insuficiencia cardiaca segun los
criterios de la “Ewuropean Society of Cardiology” y “American Heart Association” del
2005, ya que los pacientes fueron reclutados durante este periodo de tiempo:
historia clinica, analisis bioquimico (electrolitos, creatinina, glucosa, enzimas
hepaticas y miocardicas) y hematoldgico (hemoglobina, leucocitos y plaquetas),
electrocardiograma, prueba de esfuerzo (protocolo de Naughton modificado),
radiograffa de térax y estudio eco-Doppler (Swedberg ef a/, 2005, Hunt et al,
2005). La Tabla 3 muestra las caracteristicas clinicas mas relevantes de nuestra
poblacion, en el apartado de resultados se iran mostrando las tablas derivadas

de cada subestudio con el nimero de pacientes analizados segun el objetivo.

Una vez los pacientes llegaron a las consultas de cardiologia de cada
hospital, proporcionaron una muestra de orina, se les tomé muestras de sangre,
y se les realizé un estudio eco-Doppler. Ademas, un cuestionario especifico
con antecedentes familiares y personales fue rellenado por los especialistas.

Esta toma de datos también se realizé en un seguimiento a 12 y 24 meses.

El diagnéstico de IC fue multifactorial, se estableci6 la etiologia en base
a un consenso establecido por la OMS junto con la World Health Federation
(WHF) para la definiciéon de las miocardiopatias (Richardson ez al, 1990).
Ademas, al 37,5% de los pacientes con miocardiopatia isquémica y al 4,6% con
miocardiopatia dilatada se les realiz6 una angiografia coronaria. En los casos en
que la angiografia no se realizo, se consideré que la disfunciéon ventricular era
isquémica por los criterios siguientes: 1) existencia de episodios previos
documentados de infarto agudo de miocardio; 2) ecocardiograma mostrando
segmentos de contractibilidad normales coexistiendo con otros disquinéticos o

aquinéticos; y 3) un ECG con signos de isquemia o necrosis miocardica.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas del grupo de estudio (n=114)

Variables
Edad (afios) 64 %13
Género (varén/mujer) 81/33
Presion arterial sistélica (mm Hg) 127 + 21
Presion arterial diastélica (mm Hg) 74+ 12
Frecuencia cardiaca (Ipm) 77 £ 14
Na (mEq/L) 1403
K (mEq/L) 45+0,5
Colesterol total (mg/dL) 193 + 44
LDL (mg/dL) 133 £ 70
Creatinina plasmatica (mg/dL) 1,1+03
Hematoctito (%) 425
eFGR (mL/min/1,73 m?) 79 25
Indice de masa corporal (kg/m?) 28£5
Hipertension 49%
Diabetes 36%
Obesidad 31%
Clase funcional:
NYHA I 8%
NYHA II 74%
NYHA III 18%
Protocolo de Naughton modificado (s) 622 +308
Tratamiento:
Diuréticos 79%
IECA 75%
Bloqueadores beta 50%
Antialdosterénicos 44%
Digoxina 31%
ARAII 17%
Calcioantagonistas 15%
Parametros ecocardiograficos:
Fraccién de eyeccion (%) 3711
E/A 1,3+0,5
Velocidad de propagacién del flujo mitral (cm/s) 3611
Indice del volumen telesistélico (ml./m?) 80 + 50
Indice del volumen telediastélico (mL./m?) 112 + 62
Tiempo de deceleracion (ms) 20573
Desplazamiento del plano auriculoventricular (mm) 8+£1,6
Masa del VI (g) 301 £ 107
Indice de masa del VI (g/m?) 168 £ 61

ARA 1II: antagonistas de los receptores tipo II de la angiotensina; E/A: cociente entre la
velocidad de llenado temprano y tardia en diastole del ventriculo izquierdo; eFGR:
estimacion del filtrado glomerular renal; IECA: inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina; K: potasio; LDL: lipoproteinas de baja densidad; Na: sodio; NYHA: New
York Heart Association; V1: ventriculo izquierdo.
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En cambio, se consideré que la etiologia no era isquémica cuando el
paciente no mostré antecedentes de angina de pecho tipica o infarto de
miocardio, y cuando el ECG no mostrd signos de necrosis miocardica
(Swedberg ez al., 2005, Hunt ez al., 2005).

Los pacientes se clasificaron funcionalmente segin el grado de
actividad fisica que podian realizar, en base a los criterios establecidos en 1964
port “The Criteria Committee of the New York Heart Association™ a) clase funcional 1
(NYHA I), sin limitaciones (la actividad fisica ordinaria no causa fatiga, disnea,
palpitaciones o angina de pecho); b) clase funcional II (NYHA II), ligeras
limitaciones (la actividad fisica ordinaria causa fatiga, disnea, palpitaciones o
angina de pecho); c) clase funcional III (NYHA III), marcadas limitaciones
(actividad fisica leve provoca disnea y/o palpitaciones, confortable en reposo);
y d) clase funcional IV (NYHA 1V), paciente con enfermedad cardiaca que
provoca incapacidad para llevar a cabo cualquier actividad sin molestias
(sintomas de insuficiencia cardiaca o sindrome anginoso pueden estar presentes
ain en reposo y cualquier actividad fisica provoca molestias); en nuestro

estudio no se incluyé ningun paciente en esta clase funcional.

Los pacientes se encontraban bajo tratamiento médico estable,
siguiendo las gufas de la ESC y de la AHA (Swedberg ez a/, 2005, Hunt ef al.,
2005), al menos 2 meses antes de su inclusiéon en el estudio, tomando una
combinacién de terapias con diuréticos, inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina (IECA), bloqueadores beta (BB), antagonistas de los canales de
calcio, digoxina y antagonistas de los receptores tipo II de la angiotensina
(ARA II).

Los individuos no fueron incluidos en el estudio si tenfan fibrilaciéon
auricular, sindromes coronarios agudos, enfermedad hepatica crénica o aguda,

enfermedad pulmonar o renal o infeccién crénica.

Los enfermos fueron seguidos durante un periodo de 24 meses, con 3
fases de obtencion de muestras y recopilacion de datos: basal, a los 12 meses y
a los 24 meses. En cada una de las fases los pacientes eran citados en la
consultas externas de cardiologia de su hospital, donde se chequeaban sus
sintomas, medicacién, eventos cardiacos (ingresos de origen cardiaco), se

tomaban muestras de sangre y de orina, y se realizaba un estudio eco-Doppler.
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El grupo control estuvo formado por 45 sujetos de la misma region
geografica pareados con los enfermos por edad y género, reclutados entre el
personal de los hospitales participantes en el estudio, que presentaban un
analisis bioquimico y hematolégico normal, sin hipertension, sin diabetes y sin
antecedentes de enfermedad cardiovascular. Se les tomé muestras de sangre y

facilitaron las muestras de orina.

El procedimiento fue aprobado por los comités éticos de revisiéon de
cada centro hospitalario participante, y el estudio se realiz6 de conformidad
con las lineas directivas de la buena practica clinica y las normas éticas para la
experimentacion humana establecidas por la Declaracion de Helsinki (Rickham
1964). Cada paciente di6é su consentimiento informado por escrito para su

inclusién en este estudio.

1.2. OBTENCION DE LLAS MUESTRAS

1.2.1. Sanguineas

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante venopuncion periférica
entre las 8:00 y 10:00 AM, con el paciente en posicion sentada al menos 30
minutos antes de la extraccion, para la que se utilizaron tres tipos diferentes de

tubos de extraccion al vacio:

1. Tubo de cristal de 9,5 mL siliconado para facilitar la retraccion del
codgulo (BD Vacutainer SST™; REF 368510); tras la extraccién se mantuvo

una hora a temperatura ambiente antes de su centrifugacion.

2. Tubo de cristal de 10 mL con adiciéon de EDTA (anticoagulante), al
15% (0,12 ml) (BD Vacutainer K3E; REF 368480).

3. Tubo de cristal de 10 mL con adicién de heparina (anticoagulante), 170
unidades internacionales (U.I) (BD Vacutainer NH; REF 368480).

Posteriormente los tubos con EDTA y heparina fueron centrifugados a
1.300 rpm durante 10 minutos a 4°C en centrifuga clinica, y el tubo de suero
fue centrifugado a 3.000 rpm 10 minutos a temperatura ambiente (TA).
Después se aislé el sobrenadante, se alicuoté en criotubos de plastico

serigrafiados de 5 ml que se almacenaron a —80°C hasta su posterior analisis.
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1.2.2. Urinarias

Las muestras de orina (primera orina de la mafiana 8:00 a 10:00 AM)
fueron proporcionadas por los pacientes en botes de plastico estériles,
extrayendo de ellos un volumen de 11 ml mediante tubos al vacio de plastico
sin aditivos (BD Vacutainer Z; REF: 364915). Después los tubos fueron
centrifugados a 1.300 rpm durante 10 min. a 4°C en una centrifuga clinica. Se
aislo el sobrenadante, se alicuoto en criotubos de plastico de 5 ml serigrafiados,

almacenandolo a — 80°C.

Al realizar la cuantificaciéon de péptidos natriuréticos en orina se nos

plante6 la posible influencia de 1) ciclo circadiano, y de 2) estabilidad.

1. Para evaluar la variacién de la concentraciéon de NT-proBNP en orina
durante el dia se obtuvieron muestras en un grupo de 5 sujetos sanos con
una franja horaria desde 8:00 - 18:00 h. Se calculé la media de las 5
determinaciones de NT-proBNP en orina en intervalos de 2 horas y se
analizaron los cambios dentro del mismo dia de los niveles del péptido
(Fig. 11). Los niveles de NT-proBNP aumentaron significativamente
(p<0,05) durante el dia a partir de las 12:00 PM al compararlos con el
valor basal (8:00 AM). Manteniéndose sin diferencias significativas en la
franja horaria 8:00 — 10:00 AM, de ahi que se eligiera este momento para
la recogida de las muestras urinarias. También, observamos que no hubo
cambios significativos en la concentraciéon de NT-proBNP urinario entre
las distintas franjas horarias después de las 12:00 PM. Resultados
similares han sido descritos anteriormente para los niveles séricos de

péptidos natriuréticos (Bruins ez al., 2004).

2. Para evaluar las condiciones de estabilidad para NT-proBNP en orina
se analizaron 5 muestras de sujetos sanos que se almacenaron a -20°C y a
-80°C durante un afio. Las muestras en orina almacenadas a -20°C
mostraron una pérdida del 32% (p<0,0001) de la cantidad basal de NT-
proBNP, mientras que las muestras almacenadas a -80°C tuvieron un
descenso medio del 30% (p<0,0001). No se observo diferencia al
almacenar las muestras en una u otra temperatura de congelacién, como
muestra la Figura 12. Ademas, se analiz6 la estabilidad de NT-proBNP
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Figura 11. Cambios en la concentracién urinaria de NT-proBNP durante el dfa.

* Diferencias significativas frente al dato basal (8:00 AM) (p<<0,05). Las barras de
error indican * DS (n=>5).
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Figura 12. Estabilidad de NT-proBNP urinario alicuotado y almacenado a —20°C
(linea roja) y a —80°C (linea verde) por un periodo de 1 afio frente al dato basal.

79



& RESULTADOS

en orina a temperatura ambiente, observandose que tras 4 horas y media

hubo un porcentaje de pérdida del 26%, p<0,0001 (datos no mostrados).

1.3. METODO PARA LA DETERMINACION DEL PEPTIDO
NATRIURETICO TIPO B (BNP)

Las muestras séricas y urinarias fueron descongeladas a una
temperatura de 4°C, y se alicuot6 un volumen de 250 UL en tubos estériles tipo
“eppendorfs” de plastico. Los plasmas fueron centrifugados previamente al
ensayo en una microcentrifuga (modelo 5415 R, Eppendorf) a 1.300 rpm, 10
minutos a 4°C. Las orinas se centrifugaron dos veces a 13.300 rpm durante 30
min a 4°C, para retirar en el pellet las sales que pudiesen producir interferencias
en el ensayo. Se aislo el sobrenadante y se mantuvo a temperatura ambiente

hasta la realizacion del analisis.

Los niveles de BNP fueron determinados mediante el analizador
ADVIA” Centanr”  Immunochemistry (Bayer Healthcare LILC, Diagnostics
Division). El método utilizado “Bayer Diagnostics ADVIA” Centanr” BNP”, un
inmunoensayo automatizado quimioluminiscente que utiliza cantidades
constantes de dos anticuerpos monoclonales; ambos anticuerpos son
administrados por Shionogi & Co. Ltd., ampliamente usados en el ensayo

ShionoRLA BNP. El principio del test se basa en la técnica de doble anticuerpo:

1)  Incubacién de 100 pL de muestra (suero u orina), durante 5 minutos a
37°C, con un anticuerpo de “captura” monoclonal acridinium ester-
labeled F(ab’), disehado contra la estructura en anillo del BNP
(aminoacidos 14-21).

2)  Incubacién durante 150 segundos, a 37°C, con un segundo anticuerpo
monoclonal biotinilado disefiado contra la parte C-terminal del péptido
(aminoacidos  27-32), wunido a particulas paramagnéticas de
estreptavidina. De tal forma que se origina un “inmuno-complejo”
entre BNP, presente en la muestra, y los anticuerpos del ensayo

(anticuerpo de captura- antigeno -anticuerpo de deteccion).
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3) Lavado del segundo anticuerpo conjugado no unido al “inmuno-

complejo”.

4)  La sefal analitica, en unidades de luz relativas (URL), es cuantificada
mediante la liberaciéon de luz quimioluminiscente que es detectada por
un luminémetro; el procedimiento asegura una relacion directa entre la
cantidad de BNP presente en la muestra y la cantidad de URL

generadas.

El intervalo de medida del ensayo es de 2 pg/mL a 5.000 pg/mL (dato
aportado por Bayer Healthcare). Las concentraciones por encima de 5.000
pg/ml pueden determinarse con diluciones apropiadas, siendo el porcentaje de
recuperacion para diluciones de 1:2, 1:5 y 1:10 del 97%. El tiempo de espera
del primer resultado es de 18 minutos, con el siguiente resultado disponible en
15 segundos. El coeficiente de variaciéon del ensayo fue de 3,5% para las
muestras séricas y de 12% para las muestras urinarias. El test no presenta
interferencias con hemoglobina (1000 mg/dL), triglicéridos (<800 mg/dL),
colesterol (<1000 mg/dL), urea (<200 mg/dL), creatinina (2,5 mg/dL),

bilitrubina (<25 mg/dL) y con 55 firmacos de uso mas frecuente.

1.4. METODO PARA LA DETERMINACION DEL FRAGMENTO N-
TERMINAL DE BNP (NT-proBNP)

Las muestras séricas y urinarias fueron descongeladas (una sola vez) a
una temperatura de 4°C, y se alicuoté un volumen de 350 pL en tubos
“eppendorfs” de plastico estériles. Los plasmas fueron centrifugados
previamente al ensayo en una microcentrifuga (modelo 5415 R Eppendorf) a
1.300 rpm durante 10 minutos y a 4°C. Las orinas se centrifugaron dos veces a
13.300 rpm durante 30 min a 4°C para retirar en el pellet las sales que pudiesen

producir interferencias en el ensayo. Se aisl6 el sobrenadante.

Los niveles de NT-proBNP fueron determinados mediante el
analizador Elecsys 2010 (Roche Diagnostics, Alemania). Se empled el test “Elecsys
proBNP”, un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA). Todos
los reactivos del test se almacenaron a 4°C. El principio del test se basa en la

técnica sandwich (Fig. 13):
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1) Incubacién de 20 pl de muestra (suero u orina), con un anticuerpo
biotinilado policlonal especifico anti-NT-proBNP (aminoacidos 1-76) y
con un anticuerpo especifico policlonal anti-NT-proBNP marcado con
quelato de rutenio [Quelato tris (2,2’-bipiridi) rutenio (II)] (“fase
solida”).

2) Unién de la “fase solida” a microparticulas recubiertas de
estreptavidina, formando un complejo fijado a fase sélida por

interaccion entre biotina y estreptavidina.

3) La mezcla de reaccion es trasladada a la célula de lectura donde, por
magnetismo, las microparticulas se fijan temporalmente a la superficie
del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente

mediante un lavado con el reactivo “ProCel/l’.

4) Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una reaccion
quimioluminiscente cuya emisiéon de luz se mide mediante un

fotomultiplicador.

Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracién
referenciada a tres puntos en el ensayo y ademas, mediante una curva master
incluida en el cédigo de barras del reactivo. El tiempo de incubacién empleado
para obtener un resultado es 18 minutos, con un intervalo de mediciéon entre
<5 y 35.000 pg/mlL. Las concentraciones superiores al limite de medicion
pueden diluirse con una dilucién recomendada de 1:2. El coeficiente de
variacion para las muestras séricas fue de 2,6% y de 3,2% para las muestras
urinarias. El test no presenté interferencias con ictericia (bilirrubina =35
mg/dL), hemolisis (hemoglobina <1,4 ¢/dL), lipemia (triglicéridos <4.000
mg/dL), biotina (<30 ng/mL), factores reumatoides (<1.500 UI/mL) y con 51

farmacos de uso mas frecuente.
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Figura 13. Principio del test “Elecsys proBNP”. En el dibujo A, se muestra la unién del anticuerpo
biotinilado (color rojo) y del anticuerpo marcado con quelato de rutenio (color azul) al NT-proBNP
(color negro). Después se produce la dilucién de las moléculas de estreptavidina (color verde) ancladas
a las microparticulas magnéticas (color marrén) que se unen a la fase sélida (figura B). Por ultimo, la
mezcla de reaccién es introducida en la célula de lectura: se fijan las particulas a la base gracias a un
iman, y se produce la excitacién del rutenio, por acciéon de una cortiente eléetrica y del compuesto tri
Propil amina (TPA), con la consiguiente liberacién de fotones que son cuantificados mediante un
fotomultiplicador (C).

1.5. METODO PARA LA DETERMINACION DE BIG ENDOTELINA-1
(BIG ET-1)

Las muestras plasmaticas con EDTA fueron descongeladas a 4°C, y
alicuotadas en volumenes de 150 pL. en “eppendorfs” de plastico estériles. Los
plasmas fueron centrifugados de nuevo, previamente al ensayo, a 1.300 rpm
durante 10 minutos a 4°C, aislandose el sobrenadante. Antes del ensayo tanto

las muestras como los reactivos estuvieron a temperatura ambiente.
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Los niveles de Big endotelina-1 (Big ET-1) fueron determinados
mediante un inmunoensayo enzimatico (ELISA) (Big endothelin The Next
Generation, Biomedica Gruppe, Austria) que se basa en la técnica “sandwich” o

doble anticuerpo (Fig. 14):

1) Incubacién en agitaciéon durante 3 horas a 37°C, de 100 pL de cada
muestra de plasma con un anticuerpo policlonal anti-Big ET-1 que se
encuentra anclado a las paredes de los pocillos de la microplaca, y con
el anticuerpo de detecciéon monoclonal anti-Big ET-1 (50 pL) que se

encuentra libre en el pocillo.

2)  Lavar cinco veces la microplaca con 300 pl de tampoén de lavado cada

VEz.

3)  Incubacién de 1 hora a 37°C en agitacion, con 100 UL de anticuerpo
secundario antiraton IgG marcado con  “horseradish”  peroxidasa

(HRPO) que se une al antigeno formando un “inmuno-complejo”.

4)  Lavar la microplaca cinco veces con 300 pl de tampén de lavado cada
vez para eliminar el exceso de anticuerpo de detecciéon que no se une al

“complejo”.

5)  Incubaciéon con 100 PL de sustrato colorimétrico (solucion TMB;
3,3’,5,5 tetra metilbendicidin), 30 minutos a 37°C en la oscuridad, que

se une a la peroxidasa HRPO dando un producto coloreado.

6)  Adiciéon de 50 pL de “soluciéon de parada” para detener la reaccion
colorimétrica entre la HRPO y el TMB, produciendo un cambio de

color.

7)  Cuantificaciéon de la absorbancia en densidad 6ptica (DO) a una
longitud de onda de 450 nm y una longitud de referencia de 620 nm, en
un lector de microplacas de longitud de onda dual (Sunrise, TECAN,
Austria) usando el soffware Magellan (version 2.5, TECAN, Austria).

Los resultados se obtienen mediante la interpolacion de la densidad
6ptica obtenida para cada muestra en una curva lineal obtenida a partir de las
distintas concentraciones estandar de Big ET-1 sintética; representando la

concentraciéon en el eje de las abscisas y la densidad optica en el de las
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ordenadas. El rango de medida del ensayo es de 0,05 a 15,6 fmol/ml, con un
limite de deteccion de 0,025 fmol/ml. El coeficiente de variacion intraensayo

medio fue de 4,4% y el interensayo de 6,5%.

Figura 14. Principio del test“Big endothelin The Next Generation”El
anticuerpo policlonal primario se encuentra anclada pared del pocillo
de la microplaca (1). En una primera incubaciée éstune a la molécula
de Big ET-1 (2) que a su vez esta unida con uicweTpo primario
monoclonal (3). En una posterior incubaciéon se afat anticuerpo
secundario marcado con una peroxidasa (4) que is&@ ah anticuerpo

nrimarin  mnnnrinnal Nacnilide ea anadea ol TMR KR totra

1.6. METODO PARA LLA DETERMINACION DE ALDOSTERONA

Las muestras plasmaticas heparinizadas fueron descongeladas a 4°C, y
se alicuoté un volumen de 250 pL en “eppendorfs” de plastico estériles. Los
plasmas fueron centrifugados de nuevo, previamente al ensayo, a 1.300 rpm
durante 10 minutos a 4°C mediante una centrifuga clinica, aislandose el
sobrenadante. Antes del ensayo tanto las muestras como los reactivos

estuvieron 10 minutos a temperatura ambiente.

Los niveles de aldosterona fueron determinados cuantitativamente

mediante un radioinmunoensayo (RIA) de fase solida con "I (sz‘—A—Caﬂm‘D
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Aldosterone, DPC, Estados Unidos) basado en un anticuerpo especifico para

aldosterona inmovilizado en la pared de un tubo de polipropileno:

1. La curva estandar incluye siete tubos de polipropileno con suero
humano reconstituido como calibradores: tubo A (MB: unién maxima)
0 pg/mL de aldosterona, tubo B con 25 pg/mlL, tubo C con 50
pg/mlL, tubo D con 100 pg/ml, tubo E con 200 pg/mlL, tubo F con
600 pg/mLy tubo G con 1.200 pg/mL. Ademas se afiade un tubo de
polipropileno sin anticuerpo para conocer la actividad total del ensayo
(cuentas totales de I'”), y otro tubo vacio para determinar las uniones
no especificas (NSB) al tubo.

2. Pipetear 200 UL del calibrador cero en los tubos NSB y A. Pipetear 200

Ml de cada calibrador restante, control y muestra plasmatica de cada
paciente en los tubos correspondientes de polipropileno con el

anticuerpo especifico contra aldosterona anclado en la pared.

3. Agregar 1 ml de aldosterona marcada con I'* en todos los tubos,
agitar breve y suavemente en vortex, e incubar durante 18 horas a TA.
La aldosterona marcada radioactivamente competira por los sitios de
unién al anticuerpo con la aldosterona presente en la muestra del

paciente durante la incubacion.

4. Decantar los tubos para separar la aldosterona unida al anticuerpo de la
parte libre, y eliminar toda la humedad visible para mejorar la precisién
del ensayo. Utilizando una gradilla especial, provista de una rejilla para
sujetar los tubos de ensayo, el contenido de éstos (excepto los tubos T)
se deja escurrir durante 2 o 3 minutos. Golpear suavemente los tubos
contra varias capas de papel absorbente para eliminar las gotas

residuales.

5. Contar la radiacién emitida por los tubos durante 1 minuto (siempre y
cuando la cantidad total sea mayor de 1.500 cpm, en caso contrario
contar 2 minutos) en un contador de radiaciéon “gamma” (Cobra

Autogamma, Packard, Downers Gorve IL).

La obtencién de los resultados en términos de concentracién (pg/mlL)

es a partir de una representacion /g-/ogit de la curva de calibracién. Primero hay
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que calcular para cada tubo las cuentas por minuto (CPM) corregidas por el
NSB:

Cuentas netas = (CPM de cada tubo) — (CPM del tubo NSB)

Después, determinar la uniéon de cada tubo como un porcentaje de la
unién maxima (MB), tomando las cuentas corregidas con el NSB de los tubos
A como 100%:

Porcentaje de unioén = [(Cuentas netas)/(Cuentas MB netas)] X 100

Por dltimo, representar en el eje de las ordenadas el porcentaje de
union frente a la concentracion de aldosterona en el eje de las abscisas para
cada calibrador “no cero” y dibujar la linea de tendencia. Los resultados se
obtienen por interpolacién de los porcentajes de union en la curva. El rango de
medida es de 25 a 1.200 pg/mL con un limite de sensibilidad de 11 pg/mL. El
coeficiente de variacion intra e interensayo fue del 3% y 3,8%, respectivamente.

El test no presenté interferencias con ictericia (bilirrubina <35 mg/L),

hemolisis (etitrocitos <30 Pg/mL) o lipemia.
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2. ESTUDIO ECOCARDIOGRAFICO

La ecocardiografia-Doppler es una técnica no invasiva que permite el
estudio morfologico y funcional del corazén. Los equipos de ecocardiografia
utilizan para la construccién de la imagen, reflexiones del sonido producidas
por los cambios de conductividad acuistica de los tejidos biologicos. Las
estructuras que tipicamente reflejan el sonido son relativamente macroscopicas
(cavidades cardiacas, valvulas y vasos). El efecto Doppler se aplica a la
medicién de flujos sanguineos mediante la emisiéon de ultrasonidos hacia una
cavidad de contenido hematico y la recogida del “eco” reflejado por las células

sanguineas (Azpilicueta & Garcia-Fernandez 1995).

2.1. GRUPO CLINICO

Se estudiaron 114 pacientes caucasicos consecutivos no ingresados (81
varones y 33 mujeres, con edad media 64 * 13 afios), obtenidos de las consultas
externas de cardiologia de seis hospitales de la Comunidad Valenciana
(nombrados anteriormente). Todos los pacientes estaban diagnosticados de
insuficiencia cardiaca segun los criterios de la ESC (Swedberg e a/, 2005, Hunt
et al, 2005). Una vez los pacientes en las consultas de cardiologia de cada
hospital, proporcionaron una muestra de orina, se tomaron muestras de sangre,
y se les realizé un estudio eco-Doppler. Ademas, se rellend un cuestionatio
especifico con antecedentes familiares y personales de cada paciente. La Tabla

3 (ver pagina 54) muestra las caracteristicas clinicas del grupo de estudio.

El diagnéstico de insuficiencia cardiaca fue multifactorial,
estableciéndose la etiologia en base a un consenso establecido por la OMS
junto con la World Health Federation (WHF) para la definicién y nomenclatura
de las miocardiopatias (Richardson ez al, 1996). Los pacientes fueron
clasificados funcionalmente segun el grado de actividad fisica que podian
realizar, en base a los criterios establecidos por “The Criteria Committee of the New
York Heart Association” en clase funcional I (NYHA I), clase funcional II
(NYHA 1II), clase funcional III (NYHA III), y clase funcional IV (NYHA IV).
Todos se encontraban bajo tratamiento médico estable, al menos 2 meses antes
de su inclusién en el estudio siguiendo las guias de la ESC y de la AHA
(Swedberg ez al, 2005, Hunt ez al, 2005). Los pacientes no fueron incluidos en
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el estudio si tenfan fibrilacién auricular, sindromes coronarios agudos,

enfermedad hepatica crénica o aguda, enfermedad pulmonar o renal.

Los pacientes fueron seguidos durante un periodo de 24 meses, con
tres fases de obtenciéon de muestras y recopilacion de datos: basal, 12 meses
después y a los 24 meses. En cada una de las fases los pacientes eran citados en
las consultas externas de cardiologfa de su hospital, donde se chequeaban sus
sintomas, medicacion, eventos cardiacos (ingresos o visitas a urgencias, ambos
de origen cardiaco), se tomaban muestras de sangre, se recogian las muestras

de orina y se les realizaba un estudio eco-Doppler.

El procedimiento fue aprobado por los comités éticos de cada hospital
participante, y el estudio se realizé de conformidad con las lineas directivas de
la buena practica clinica y las normas éticas para la experimentacion humana
establecidas por la Declaracién de Helsinki (Rickham 1964). Cada paciente dio

su consentimiento informado por escrito para su inclusion en este estudio.

2.2. OBTENCION IMAGENES ECO-DOPPLER

Los registros ecocardiograficos se obtuvieron mediante varios sistemas
estandar, utilizados en la practica asistencial por los seis hospitales que
colaboraron en nuestro proyecto, todos equipados con transductores de 2,5 — 4
MHz. Las imagenes bidimensionales, “espectro Doppler” y “Doppler color” se
obtuvieron siguiendo un protocolo comin y se grabaron en video para su
posterior analisis, de manera centralizada, en el Centro de Investigaciéon del
Hospital Universitario La Fe. Todos los registros fueron analizados por un
unico facultativo especialista para reducir la variabilidad interobservador,
mediante un sistema informatizado (Eco-Dat; Software Medicina S..A., Madrid) de

manera ciega a los resultados de las otras determinaciones.

El examen ecocardiografico estindar se realizd con el técnico a la
izquierda o a la derecha del paciente, elevando la cabecera del paciente unos
20-30°. Se comenzo el estudio con el paciente en decubito lateral izquierdo
para poder obtener los planos paraesternales y apicales. Posteriormente se
colocé al paciente en decubito supino para obtener los planos subcostales y
supraesternales. Todas las medidas se realizaron durante apnea respiratoria,

midiendo 4 ciclos consecutivos por paciente y calculandose el promedio.
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Existen tres planos ortogonales que se usan para describir las imagenes
obtenidas del corazén mediante ecocardiografia en dos dimensiones: 1) el
plano de imagen que cruza el corazén de forma perpendicular a las superficies
dorsal y ventral del cuerpo, paralelamente al eje largo del corazon, y que recibe
el nombre de “imagen de eje largo”; 2) el plano que cruza el corazéon
perpendicularmente a las superficies dorsal y ventral del cuerpo, pero
perpendicular al eje largo del corazén y que recibe el nombre de “imagen de
eje corto”; y 3) el plano que cruza el corazén aproximadamente paralelo a las
superficie dorsal y ventral del cuerpo y que se conoce como “imagen de cuatro
camaras” (Fig. 15). Se debe hacer hincapié en que cada una de estas imagenes
no se deben considerar como un plano unico, sino como una familia de planos.
La imagen en eje largo del corazén puede obtenerse de una localizaciéon del
transductor apical, paraesternal o supraesternal. La imagen de eje corto del
corazén puede obtenerse de una localizacion del transductor paraesternal o
subcostal, y por dltimo, la imagen de cuatro camaras puede obtenerse con el

transductor localizado en una posicién apical o subcostal.

Figura 15. Esquema de la
orientacién que se emplea
SUPRAESTERNAL con el transductor para la
/ b TN\ obtencién de una imagen
‘ i eje largo (A), eje corto (B)
y cuatro camaras (C) del
corazén. El transductor
esta siempre dirigido hacia
la cabeza o el lado
izquierdo del paciente.
(Modificada de Henry et al.
IMAGEN EJE LARGO Circulation 1980; 62:212-7).

A

PARAESTERNAL

APICAL

SUBCOSTAL

APICAL

IMAGEN EJE CORTO IMAGEN CUATRO CAMARAS
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2.3. PARAMETROS DE FUNCION VENTRICULAR

2.3.1. Funcién sistdlica del ventriculo izquierdo

La ecocardiografia bidimensional representa la imagen de referencia del
estudio ecocardiografico a partir de la cual, obtenemos los demas tipos de
registro. Este estudio se realizé colocando el transductor en diferentes puntos
del paciente, lo que nos permitié obtener diferentes planos (plano paraesternal
longitudinal o de eje largo, plano paraesternal transversal o de eje corto, plano
apical o de cuatro camaras, plano subcostal y plano supraesternal). Mediante
esta técnica ecocardiografica pudimos estudiar la anatomia cardiaca en

movimiento, y de la funcién ventricular. En concreto:

a) Las areas del ventriculo izquierdo (VI) se obtuvieron mediante

planimetrfa en ecocardiograffa bidimensional directamente de las imagenes
apicales de 4 camaras al final de la diastole (telediastole) (ATD) y al final de
la sistole (telesistole) (ATS) (Cheitlin ef al, 1997), y calculandose la fraccién
de cambio del area del VI (FCA) segun:

FCA = [ATD - ATS)/ATD] * 100

b) Los volimenes del ventriculo izquierdo se obtuvieron mediante

ecocardiografia bidimensional y se calcularon mediante el método “area-
longitud” biplano donde se asume que el VI tiene una forma de bala
(Schiller ez al, 1989). El area y la longitud del VI son estimados por
planimetria desde el punto medio del anillo hasta el 4pex en una imagen
apical de 2 y 4 camaras (Fig. 16). Estas medidas son repetidas al final de la
diastole y al final de la sistole, y el volumen es calculado como (Lang ez 4L,
2005) :

volumen = 0.85 x (4rea)’/ (longitud)

El volumen telesistolico (VIS) vy telediastolico (VID) son
calculados por el método descrito previamente y la fraccién de eveccién
(FE) como:

FE = [(VID - VTS)/VTD] x 100
Todas las medidas descritas son parametros establecidos que
reflejan la funcién sistdlica del ventriculo izquierdo. Los indices de
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volumenes telesistolico, telediastolico y la fraccion de eyeccidon son
calculados por métodos no invasivos que utilizan asunciones geométricas
(Schiller e al, 1989). En cambio, las areas del ventriculo izquierdo medidas
con eco-bidimensional no necesitan asunciones geométricas para su
calculo, ya que se miden directamente mediante planimetria de imagenes
del ventriculo izquierdo. Sin embargo, medidas que reflejan cambios en el

volumen son mas precisas a la hora de establecer un alteraciéon en la

funcién ventriculat.

Figura 16. Medidas en dos
dimensiones para el calculo
del volumen del ventriculo
izquierdo mediante el
método  area-longitud  en
proyeccion  apical de 4
camaras (4C) y 2 camaras
(2C) al final de la diastole
(VID) y al final de la sistole
(VIS). Se excluyen los
musculos papilares en el
registto. Ta linea blanca
delimita el area del ventriculo
izquierdo y la recta azul la
longitud. (Modificada de: 1.ang
et al. | Am Soc Echocardiogr
2005, 18:1440-63).

2.3.2. Funcion diastélica del ventriculo izquierdo

La determinaciéon de la funcién diastélica es importante en ensayos
clinicos sobre insuficiencia cardiaca (con funcién sistélica preservada) e
hipertension, asi como también en estudios epidemiologicos. Actualmente, una
multitud de parametros Doppler han sido empleados para evaluar la funcion
diastdlica. Las recomendaciones de coémo grabar y medir estos parametros
fueron publicadas en 2002 por la Sociedad Americana de Ecocardiografia
(Quifiones et al., 2002).
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a) Velocidades maximas absolutas como la velocidad de llenado

temprano, la velocidad de llenado tardio, e intervalo de tiempo de

deceleracion de la onda E.

El “Doppler pulsado” se aplica a la medicién de flujos sanguineos
mediante la emisién de ultrasonidos hacia una cavidad cardiaca y la
recepcion del sonido reflejado por las células sanguineas. Con este método
el mismo transductor emite y recibe alternativamente las sefiales, teniendo
un tiempo para la emision y otro para la recepcion, que se conoce como
“modo pulsado”. Este método se usé en combinacién con la imagen
bidimensional para la obtencion de trazados dentro de zonas concretas del
corazéon. Una de las medidas que se derivan de estos trazados son las
velocidades de flujo transmitral, parametros de funcién diastdlica que
reflejan cambios en el flujo sanguineo cardiaco. El lugar de medida fue el
anillo mitral, a nivel de la punta de las valvas. El flujo transmitral que pasa a
través de esta zona se calculé como el producto de la integral velocidad-
tiempo y el area transversal de la zona. Las velocidades fueron la media de

3-5 ciclos cardiacos en pacientes en ritmo sinusal.

La figura 17 muestra el patrén tipico para pacientes con funcion
ventricular normal en ritmo cardfaco sinusal (foto izquierda). Una primera
onda que se propaga desde la auricula izquierda hasta el apex del VI se

corresponde con la velocidad de llenado temprano (onda E) y una segunda

onda sigue a la contraccion auricular, que se corresponde con la velocidad

de llenado tardia (onda A). La magnitud de esas velocidades es maxima en

la punta de las valvas mitrales y decrecen a medida que el flujo se aproxima

al apex. El tiempo de deceleracién (TD) de la onda E desde las valvas hasta
el apex es otro indice de llenado consolidado, asi como el cociente entre
ambas ondas (E/A) que se usa como indice consolidado del patrén de
llenado del ventriculo izquierdo. En los ventriculos normales, la posicion
espacial de la velocidad maxima es cercana al d4pex ventricular para la onda
E mas que para la onda A, sugiriendo que los gradientes de presion
intraventricular durante la fase de llenado temprano producen una fuerza
de succion que acelera el flujo hacia el orificio mitral (Courtois &
Ludbrook 1994); es también evidente que el flujo al nivel de la valvula

mitral ocurre antes que en las regiones apicales.
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Uno de los factores técnicos mas importante para asegurar la
exactitud de la medida es elegir el sitio donde el area se mantenga constante
durante el periodo de paso de flujo, y donde el flujo sea lo mas plano
posible. Por otro lado, la exactitud en las medidas de las velocidades del
flujo en el VI mediante “Doppler pulsado” depende de la orientacion
paralela entre el transductor y el flujo de la sangre. Pequefas desviaciones
en el angulo (<20°) producen errores moderados en la medida de las
velocidades (<10%) (Quifiones ez al., 2002).

A ppr mﬁ; ppo— e
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Figura 17. Flujo transmitral mediante “Doppler pulsado” grabail nivel de la pared lateral basal
en voluntarios sanos (foto de la izquierda) y ecigrdes (foto de la derecha) con una estenosis
aortica severa, hipertrofia ventricular izquiergapresiones de llenado elevadas. A: onda de

contraccion auricular; E: onda de llenado temprdeloventriculo izquierdqExtraida de: Garcia et al.
] Am Coll Cardiol 1998; 32:865-75).

b) Medida de la velocidad de propagacion del flujo transmitral (Vp) en el

ventriculo izquierdo (VI).

Varios estudios muestran una asociacion entre las anormalidades en
la relajaciéon del VI y los patrones especificos de la velocidad de
propagacion en Doppler transmitral. La ecocardiografia “Doppler color en
modo-M” codifica las distintas velocidades registradas dentro del corazon,
de color rojo el flujo que se acerca al transductor y azul el que se aleja, (Fig.
18), proporcionando una distribucién espacio temporal de esas velocidades
a través de una linea vertical. Asi, la informacién que se observa en una
grabacion “Doppler color en modo-M” del flujo en el VI es comparable a
multiples trazados simultaneos de “Doppler pulsado”, obtenidos a niveles

diferentes del VI desde valvula mitral hasta el apex (Thomas ez a/, 1996).
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Uno de los parametros que determinamos mediante esta técnica es

la velocidad de propagacion del flujo transmitral (Vp) que es la velocidad a

la que el flujo se propaga dentro del ventriculo, dada por la pendiente que
conecta la linea de isovelocidad desde la punta de las valvas mitrales hasta

la region apical del ventriculo (Fig. 18). La variabilidad intraobservador que

obtuvimos fue de 7%. Otro parametro medido fue el cociente de la onda E

y la velocidad de propagacién (E/Vp) que se relaciona con la presién de la

auricula izquierda o la presion capilar pulmonar (Garcia et al, 1997).

Figura 18. Trazado
Doppler  color en
modo-M del flujo en
el ventriculo izquierdo
mostrando la onda de
llenado temprano
(onda E), la onda de
contracciéon  auricular
(onda A), la velocidad
de propagacién  del
flujo transmitral (Vp)
y el tiempo de
deceleraciéon  (TD).
(Extraida de: Garcia et
al. | Am Coll Cardiol
1998; 32:865-75).

En contraste con los indices de llenado Doppler estandares (onda
E, onda A y el cociente E/A), que muestran una distribucién tipica en
“forma de U” desde un patrén normal de relajacion a uno pseudonormal o
retrasado, se sugiere que la Vp es relativamente independiente de la
precarga (Takatsuji ez al, 1996), mostrando un patrén de descenso en los
dos ultimos grupos. Esta circunstancia la convertirfa en un indice mas

sensible de la funcién diastolica.

Para obtener la imagen “Doppler color en modo-M”, el cursor se
situ6 en el centro de la region del flujo mitral en una vista apical de 4
camaras. Se podria desplazar el transductor hacia la pared lateral si se
necesitase poner la linea de modo-M paralela a la direccion del flujo
observado en Doppler color. La profundidad se ajusté para incluir todo el

ventriculo izquierdo desde la punta de las valvas mitrales al dpex.
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¢) Desplazamiento del plano auriculoventricular (DPAV) v velocidad
maxima de relajaciéon (RVm)

El desplazamiento del plano auriculoventricular (DPAV) se

determiné mediante ecocardiografia en modo M, a partir de una
proyeccion apical bidimensional de 2 camaras para la medida en la region
anterior y posterior, y en proyeccion de 4 camaras para la regiéon septal y
lateral, con la técnica descrita previamente (Willenheimer 1997) (Fig. 19).
La region del DPAV fue la distancia cubierta por el plano
auriculoventricular entre la posicién mas lejana del dpex (correspondiente
al inicio de la contraccién) y la posicion mas cercana al apex
(correspondiente al final de la contraccién, incluyendo el acortamiento
posteyeccion). Se calculé la media del DPAV en las cuatro regiones
(Willenheimer ez al., 1998); 1a variabilidad intraobservador fue del 3%.

Figura 19. Registro del desplazamiento del plano auriculoventricular (DPAV)
mediante ecocardiografia bidimensional en modo M. Se sitia el transductor en la
region lateral del plano perpendicular a la direccion del movimiento (arriba),
permitiéndonos el registro en modo M del desplazamiento mediante una proyeccién
de 4 camaras (abajo). La distancia vertical entre el punto del plano mas distante del
apex y el punto mas cercano al apex es medida en modo M (#). La inclinacién de la
linea recta muestra la velocidad maxima (RVm) ascendente del desplazamiento del
plano durante la fase temprana en diastole (¥).
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La disfuncién diastdlica se estima frecuentemente mediante el
patrén de velocidad de flujo transmitral, donde el cociente E/A es el indice
mas empleado. Sin embargo, existen ciertas limitaciones relacionadas con
sus rangos en sujetos sanos y su distribucion en pacientes con IC (Lang ef
al., 2005) que hacen necesario nuevos parametros que reflejen la funcién

diastdlica.

La velocidad maxima de relajacién (RVm) es un parametro sencillo que se

define como la velocidad maxima del DPAV hacia la base del corazén durante
la fase de llenado temprano. Se determiné mediante registro en modo M del
DPAYV ascendente. Se identifico la porcion en meseta y dos “calipers = pies de
rey” se colocaron tangencialmente a la curva. La inclinacion de la recta muestra
la velocidad maxima ascendente (mm/seg) del DPAV durante la fase temprana
de la diastole (Fig. 19). Se registraron las velocidades maximas ascendentes en
las regiones septal, lateral, posterior, y anterior del DPAV, reflejando las
velocidades maximas longitudinales de relajacion del ventriculo izquierdo. La
RVm se calcul6 como la media de las velocidad maximas en las cuatro

regiones; la variabilidad intraobservador fue del 7% .

2.3.3. Masa del ventriculo izquierdo

Todos los algoritmos de calculo de la masa del VI, tanto si se usa
modo-M, eco bidimensional o en tres dimensiones, estin basados en la
sustraccion del volumen de la cavidad interna del VI del volumen encerrado
por su pericardio, obteniéndose el volumen del musculo cardiaco para el VI
Este volumen es convertido después en masa multiplicando por la densidad
miocardica. Para la cuantificacion de la masa del VI se requiere identificar las
interfases entre la sangre cardiaca y el endocardio, y entre el epicardio y el

pericardio (Fig. 20).

La mayoria de calculos de la masa del VI han sido realizados usando
medidas lineales derivadas de la ecocardiografia bidimensional en modo-M, o
mas recientemente de medidas lineales del VI en dos dimensiones (Ilercil e 4/,
2001). En nuestro estudio se calculé segun el modelo de Deverenx y col. 19806,
recomendado por la “Awmerican Echocardiography Association” (validadas en
necropsias r=0,90, p<0,001) y considerando el VI como una elipse de

revolucion:
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Masa del VI = 0.8 x [1.04 x (DTD+GSI+GPP)’-(DTD)’]+0.6

Donde GPP, GSI y DTD son grosor de pared posterior, grosor de
septo interventricular y didmetro de telediastolico del VI, respectivamente. Para
obtener las medidas exactas de estos parametros, las grabaciones en modo-M
se hicieron con una vista paraesternal de eje corto, en la punta de las valvas de
la valvula mitral, por lo que el transductor se situé perpendicular al septo y
pared posterior del VI (Fig. 20).

Figura 20. Medida del diametro telediastdlico (DTD) y telesistolico (DTS) en modo-M,
guiado por imagen paraesternal de eje corto (panel superior) para optimizar la orientacién
del transductor. GPP: grosor de la pared posterior; GSI: grosor del septo interventricular.
(Modificada de: Lang et al. | Am Soc Echocardiogr 2005, 18:1440-1463).

2.4. VALORES DE REFERENCIA

Las dimensiones intracardiacas estan relacionadas con el tamafio
corporal, asi en las personas con un mayor tamafio u obesos puede resultar
dificil distinguir si la dimensiéon de una cavidad esta dentro del rango de la
normalidad. Es tradicional clasificar estas dimensiones con respecto a la

superficie corporal (SC) en metros cuadrados (Tabla 4), aunque hay pruebas
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convincentes de que algunas dimensiones guardan mas relaciéon con la talla
(Nidotf ez al., 1992).

Tabla 4. Valores de referencia de las dimensiones intracardfacas del ventriculo izquierdo
segun género y ajustadas por la superficie corporal, obtenidas mediante eco-bidimensional.

Rango normalidad

Variables Varones Mujeres
Diametro auricula izquierda (mm) 30 — 40 2738
Diametro auticula izquierda/SC (mm/m?) 15-23

Area auricula izquierda (cm?) <20

Volumen auticula izquierda (ml) 18 -58 22-52
Volumen auricula izquierda/SC (ml/m?) 2+6 2+6
Didmetro telediastélico del VI (DTD) (mm) 42 -59 39-53
Didmetro telediastolico del VI/SC (mm/m?) 22 - 31 24 - 32
Diametro telesistélico del VI (DTS) (mm) 26 —40 23 -35
Area en diastole del VI (cm?) 18,6 — 48,6

Area en sistole del VI (cm?) 8,6 — 30,4
Volumen telediastélico del VI (VID) (ml) 67-155 56 — 104
Volumen telediastélico/SC (ml/m?) 35-75 35-75
Volumen telesistolico del VI (VTS) (ml) 22 -58
Volumen telesistolico/SC (ml/m?) 12 - 30
Fracciéon de acortamiento (FA) (%) 25-43
Fraccién de eyecciéon (FE) (%) > 55
Desplazamiento del plano auriculoventricular >10
(DPAV)(mm)

Grosor septo interventricular (GSI) (diastole) (mm) 6-10 6-9
Grosor pared posterior (GPP) (diastole) (mm) 6-10 6-9
Masa del VI (g) 88 - 224 67 - 162
Masa del VI/SC (g/m?) 49 - 115 43-95

SC: supetficie corporal; VI: ventriculo izquierdo. (Modificada de: Schiller et al. Am Soc Echocardiogr 1989;
2:358-67; Lang et al. | Am Soc Echocardiogr 2005; 18:1440-63; Willenbeimer R. Scand Cardiovase | 1998;
48:1-31).

Las personas de edad avanzada constituyen otro grupo dificil, pues no esta
claro si las variaciones son estrictamente normales o representan el efecto de
una enfermedad leve de larga duracién u oculta, como hipertensiéon o
enfermedad coronaria. Se ha descrito que las dimensiones de las cavidades son
mas grandes (Pearson ef al, 1991, Persson ez al., 2007) o mas pequefias (Klein ez
al., 1994) que la media, posiblemente como reflejo de la presencia de distintas
enfermedades (Tabla 5). Actualmente existe una controversia con respecto al

hecho de considerar estos valores de referencia para los sujetos ancianos como
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“normales”, aunque en estos pacientes la media de estas variables sea mayor

(Kollias 2007).

Tabla 5. Valores de referencia para las variables Doppler de funcién diastélica del

ventriculo izquierdo.

Variables Personas < 50 afios Personas > 50 afios
Onda E de la valvula mitral (cm/seg) 44 - 100 34-90
Onda A de la valvula mitral (cm/seg) 20-60 31-87
Cociente E/A >1 >1
TD (mseg) 140 — 200 140 — 230
TRIV (mseg) 50 — 90 60 — 110

>55 > 45

Vp (cm/seg)
A: velocidad de llenado tardio del ventriculo izquierdo; E: velocidad de llenado temprano del
ventriculo izquierdo; TD: tiempo de deceleracién de la onda E; TRIV: tiempo de relajacion
isovolumétrico; Vp: velocidad de propagacion del flujo transmitral. (Modificada de: Garcia et al. | Am
Coll Cardiol 1998; 32:865-75; Persson et al. | Am Coll Cardiol 2007; 49:687-94).

También pueden producirse confusiones diagndsticas en los
deportistas. El corazén de un deportista entrenado puede estar ligeramente
dilatado o hipertrofiado (Pelliccia ez al, 1991). Como habitualmente esta
sometido a una gran carga de trabajo, el ventriculo izquierdo puede ser
relativamente hipocontractil en reposo, por ello es facil diagnosticar en exceso
miocardiopatias dilatadas leves en estas personas. Sin embargo, en nuestro
grupo clinico no se encontraron deportistas profesionales, por lo que no se

tuvo en cuenta esta variable.
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3. ESTUDIO BIOLOGIA MOLECULAR

3.1. GRUPOS CLINICOS

Se estudiaron 44 pacientes caucasicos diagnosticados de insuficiencia
cardiaca (IC) (51 = 9 afios, 98% varones) (Swedberg ez @/, 2005, Hunt ez al,
2005) sometidos a transplante cardiaco entre los afos 2001 - 2008 en el
Hospital Universitario La Fe de Valencia. A todos los pacientes se les realizé
un estudio pre-transplante en el Servicio de Cardiologia que incluyé: analisis
bioquimico y hematolégico, placa de torax, electrocardiograma, estudio eco-
Doppler, estudio hemodinamico y coronariografia. Ademas, tenian historial
clinico con antecedentes personales (hipertension, diabetes, dislipemia, eventos
cardiacos previos, fecha diagnéstico IC...). Se diagnostic6 miocardiopatia
dilatada no isquémica cuando los pacientes tuvieron las arterias coronarias
intactas (mediante angiograffa) y disfuncion sistolica del VI (FE <40%) con VI
dilatado sin hipertrofia (DTD > 55 mm, mediante ecocardiografia): 28
pacientes eran isquémicos y 16 dilatados. L.a Tabla 6 muestra las caracteristicas

clinicas segun la etiologia de IC.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de los pacientes segin etiologia de insuficiencia cardiaca

MCI (n=28) MCD (n=16)

Edad (afios) 54 +7 46 = 10*
Género varén (%) 100 94
Clase funcional (NYHA) 35%0,4 35*0,4
IMC (kg/m?) 2714 265
Diabetes mellitus (%0) 57 (Qprotok
Hipertension 46 25
Dislipidemia 54 31
Hipercolesterolemia 18 13
Exfumador 86 56
Parametros ecocardiograficos

FE (%) 24+ 11 21£8

FA (%) 177 14+38

DTS (mm) 55+ 10 T1E Oxkx

DTD (mm) 64+ 10 78 £ 10%*

Indice cardiaco (mI./min/m?) 2231 + 871 1814 £ 439

Masa del ventriculo izquierdo (g) 275£70 375 £ 166*
Duracién enfermedad (meses) 43 + 41 65 £ 55

La duracién de la enfermedad se mide desde el diagnéstico de insuficiencia cardiaca hasta el
transplante. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. DTD: didametro telediastdlico del ventriculo
izquierdo; DTSVI: didmetro telesistdlico del ventriculo izquierdo; FA: fraccion de acortamiento;
FE: fracciéon de eyeccién; IMC: indice de masa corporal; MCD: miocardiopatia dilatada; MCI:
miocardiopatia isquémica; NYHA: New York Heart Association.

101



& RESULTADOS

Los pacientes habfan sido sometidos a prueba de esfuerzo y estaban
clasificados funcionalmente segun la New York Heart Association (clase funcional
NYHA); y se encontraban bajo tratamiento médico siguiendo las guias de la
ESCy de la AHA (Swedberg ez al,, 2005, Hunt ez al., 2005).

El grupo control estuvo formado por 5 sujetos sanos donantes
anonimos (edad media 48 + 18 afios, 60% varones), que habian fallecido 3 por
accidente de trafico y 2 por hemorragia cerebral; ninguno de ellos tenia

antecedentes de enfermedad cardiovascular.

3.2. MUESTRAS BIOLOGICAS

3.2.1. Obtenciéon

El corazén del paciente fue introducido inmediatamente después de su
extraccion en un bote estéril con 0,9 % NaCl y se almacené a 4°C por un
maximo de 8 horas desde la pérdida de la circulacién coronaria hasta su
almacenaje a —80°C, tiempo medio de 4,4 * 3 horas. Se cortaron mediante
bisturi 2 muestras transmurales de tejido miocardico del apex del ventriculo
izquierdo por cada caso (tamafio aproximado de supetficie externa de 4 cm’
cada una) (Fig. 21) y se introdujeron en botes estériles con 0,9% NaCl a una
temperatura de 4°C para su transporte. Todas las muestras fueron obtenidas
con consentimiento informado de los pacientes. El estudio fue aprobado por el
Comité Etico del Hospital Universitario Ia Fe y realizado de acuerdo con las

directrices de la Declaracion de Helsinki.

3.2.2. Almacenaje

Una vez en el laboratorio se procedié al troceado de las muestras
transmurales en fragmentos mas pequefios (aproximadamente 0,5 mm?) a una
temperatura de 4°C. Se elimin6é la membrana del epicardio y la cara mas
profunda del endocardio, donde se encuentran anclados los musculos
papilares, quedandonos con la zona media del endocardio. A continuacién los
fragmentos obtenidos fueron almacenados en criotubos serigrafiados a una

temperatura de —80°C hasta su posterior analisis.
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Figura 21. Imagen de un corazén con miocardiopatia isquémica (infarto agudo de
miocardio apical anterior) inmediatamente después de la extraccion (izquierda). Abundante
grasa pericardica (color amarillento). Fragmento obtenido del apex del ventriculo izquierdo
(derecha), de dimensiones aproximadas de 2x 2 x 1 cm.

3.3. EXTRACCION DE PROTEINAS DE MUESTRAS CARDIACAS

Se corté un fragmento de aproximadamente 100 mg de las muestras
endocardicas del ventriculo izquierdo previamente congeladas a —80°C. Se
introdujo el fragmento en tubos “Lysing Matriz” disefiados para su uso con el
homogenizador FastPrep-24 (MP Biomedicals, USA) en tampén de extraccion
proteica (2% SDS, 250 mM sucrosa, 75 mM urea, 1 mM de ditiotreitol y 50
mM Tris-HC, pH 7,5), con inhibidores de proteasas (25 pg/mL de aprotinina
y 10 pg/mL de leupeptina). Todo el proceso de extraccion se realiz6 a 4°C.

A continuacién alicuotamos los homogenados en tubos tipo
“eppendorfs” estériles de 1,5 ml y los centrifugamos a 13.000 rpm a TA
durante 5 minutos (centrifuga Eppendorf modelo 5415 R, Alemania). Se aislé el
sobrenadante y se hicieron alicuotas de 150 upl para la determinacién de

proteinas.

103



& RESULTADOS

3.4. DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINAS

La valoracién cuantitativa de proteinas de cada alicuota se determiné
por el método espectrofotométrico de Lowry y colaboradores (1951) que se
basa en que la intensidad de color de la disoluciéon es proporcional a la

concentracion de proteinas, segun la Ley de Lambert-Beer (A=e.L.c).

La preparacion de las muestras consta de dos reacciones quimicas: (a) el
tartrato cuprico en medio alcalino se une a los atomos de nitrégeno de los
puentes peptidicos de las proteinas, formando complejos de color azul palido y
(b) la reduccién del acido fosfomolibdotingstico, principal componente del
reactivo Folin & Ciocalteau de color amarillo, por los grupos fenodlicos de los
residuos de tirosina presentes en la mayoria de las proteinas resultando un
color azul intenso (Total Protein Kit., Micro Lowry, Sigma Diagnostics, San Luts,
USA). La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 620 nm, utilizando
una longitud de onda de referencia de 450 nm. La concentraciéon de proteinas
se calculé por la interpolacion de la absorbancia en una curva de calibracion,

utilizando como estandar distintas concentraciones de albumina bovina (BSA).

3.5. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BIS-TRIS 4-
12% E INMUNOTRANSFERENCIA

3.5.1. Electroforesis

Previo a su electroforesis las muestras fueron descongeladas y
preparadas en un “coctel de carga” para cada muestra con un volumen final de
25 pl por pocillo: 6,25 pl de tampon de carga (450 mM Tris HCI, 12% Glicerol,
4% SDS, 0,0025% Azul de Coomassie G, 0,0025% Rojo Fenol, pH 8,45)
(NuPAGE® 1.DS Sample Buffer (4X), Invitrogen, REF: NP0007), 2,5 ul de agente
reductor (NuPAGE® Reducing Agent, Invitrogen, REF: NP0004), un volumen de
muestra que garantize 45 pg de proteina/25 pl. Por dltimo, una cantidad de
agua bidestilada hasta alcanzar un volumen final de 25 pl. Inmediatamente
después las muestras fueron calentadas en un bloque termostatico (Termolyne,
Thermodyne, Barnstead International, US.A) 10 minutos a 70°C. Los geles se
introdujeron en una cubeta de electroforesis (Xeeld Surelock™ Midi-Cell,
Invitrogen REF: WR0100) que contenia tampén de electroforesis (N#PAGE®
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MES SDS Running Buffer, REF: NP0002), y a continuacioén las muestras se

cargaron en los pocillos correspondientes del gel, junto con un marcador de

peso molecular conocido (SeeBlue™' Plus2 Pre-Stained Standard, Invitrogen REF:
L.C5925), en otro pocillo del gel.

Las proteinas de las diferentes muestras se separaron en un rango de 3—
188 kDa mediante electroforesis en geles verticales (20 pocillos) de 13 x 8,3 cm
de Bis-Tris 4-12% (NuPAGEIj Bis-Tris  Midi  Geles, Invitrogen REF:
WG1402BOX) segun el procedimiento desarrollado por Schaegger &
VonJagow (1970). Se utilizaron a temperatura ambiente, condiciones de voltaje
constantes (200 V) y 200 mA durante 90 minutos.

Una vez realizadas las electroforesis, los geles se tifieron y se secaron o

se sometieron a inmunotransferencia.

3.5.2. Tincién de geles Bis-Tris 4-12%

Protocolo suministrado por NOVEX (Colloidal Blue Staining Kit,
Invitrogen REF: 1.C6025):

1. Se lavan con agua destilada.

2. Se tifien con una solucion de azul coloidal (Seusitive Colloidal
Coomassie G-250) durante un minimo de 3 horas y un maximo de 12
horas

3. Selavan con agua destilada 2 veces.

4. Cada gel se deja en un volumen de 200 ml de agua destilada, para
eliminar el exceso de tincidn, en agitacion suave durante al menos 7
horas y un maximo de 3 dias; o hasta que no se aprecie cambios en

la intensidad de las bandas.

3.5.3. Secado de geles Bis-Tris 4-12%
Protocolo suministrado por DIVERSIFIED BIOTECH (Gel Dring
Frames 24524 cn, REF: AB-110760):

1. Se decanta el agua y se afiaden de la soluciéon de secado 35 ml (20%
etanol/10% glicerol) por gel, y se mantiene en esta solucién

durante 15-20 minutos con agitacion suave.
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2. Se mojan en la misma solucién dos piezas de celofan durante 15-20
segundos, y no mas de 2 minutos.

3. Se coloca el gel con las dos piezas de celofan formando un
sandwich y evitando la formacién de burbujas.

4. Se monta en los soportes del kit (tipo marco de ventana) y se
mantienen en posicion vertical, para eliminar el exceso de
humedad, de 12 a 36 horas dependiendo del tamafio, humedad y
tirantez del gel (no mas de 48 horas ya que el gel se fractura).

5. Cuando el celofan esta seco al tacto, se prensa el gel, colocandolo

bajo alguna superficie pesada durante algunos dias.

3.5.4. Transferencia a membrana o WESTERN BLOT

Las proteinas separadas en los geles se sometieron por transferencia a
un soporte soélido, en nuestro caso a una membrana de PVDEF, utilizando un
sistema en seco iBlo™ Dry Blotting System (Invitrogen, REF: IB1001EU), para
Western Blotting.

Para usar el /Blot™ Dry Blotting System en la transferencia de proteinas, se

encaj6 el Blot™ Gel Transfer Stacks (Invitrogen, REF: IB3010-01), que contiene la
membrana de transferencia de PVDEF, junto con el gel extraido de la

electroforesis en la unidad 7B/

Gel Transfer Device. Los pasos seguidos fueron
los siguientes (Fig. 20):

1- Se colocé primero el iBlo™

Anode Stack sobre la superficie
del iBlot™ Gel Transfer Device. 1.a capa de cobre quedé en la
parte inferior y en su cara externa se encontraba la

membrana de transferencia de PVDF (0,2 pm).

2- Se situ6 el gel extraido de la electroforesis sobre la
membrana de PVDF, y sobre él un papel de filtro. Las
posibles burbujas que interfieren con la transferencia se

eliminaron con el Blo#ting Roller.

3- Se colocé sobre el papel de filtro el iBlot™ Cathode Stack, (que
contiene el gel), situandose en contacto con el papel de filtro,
quedando la cara de cobre en la cara externa. Las burbujas se

eliminaron mediante el Blotting Roller.
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A continuacién se colocd una esponja de melamina blanca
(iBlot™  Disponsable Sponge), que contenfa en su extremo

superior derecho un trozo de aluminio que hard contacto
con la tapa del /Blot™ Gel Transfer Device.

Se cerré la tapa del iBlo™ Dry Blotting System y se eligié el
programa de transferencia (P3: 20V), con un tiempo de

duraciéon modificado a 10 minutos.

Los iBlot™ Gel Transfer Stacks actuaron como depésitos de iones que

contenfan los tampones (anodo y catodo) en una matriz gelificada. Este

procedimiento minimiza la manipulacién y da lugar a un método mas preciso.

Los Blot™ Gel Transfer Stacks también contenfan los electrodos de cobre

(anodo y catodo) que se requieren en la transferencia. La precision aumento

puesto que el anodo de cobre no genera oxigeno como ocurre con la

electroforesis humeda (Fig. 22).

Catodo de cobre
20"+ 2“20'9"2 +20H°

Gel superior

NuPAGE
midi gel

Membrana

Gel inferior

+++++++++ S

Figura 22. Método de transferencia en seco mediante el sistema /Blor™ Dry
Blotting System (Invitrogen).
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El disefio de /Blot"™ Gel Transfer Device reduce la distancia entre los
electrodos y el voltaje necesario. Este sistema unico, combinado con la

tecnologia de la matriz gelificada de los iBlot™

Gel Transfer Stacks permite al
sistema generar una alta energfa y corriente que aumentan la velocidad y
reducen el tiempo de transferencia de las proteinas. Terminada la transferencia
se tifieron los geles, como se indica en el apartado anterior, para comprobar la

eficacia de la misma.

La membrana de PVDF se incub6 inmediatamente, para bloquear los
sitios de unién inespecificos, con TBS-Tw + 1% de albumina bovina (BSA)
(Albumin bovine A-8022 Fraction V', Sigma Chemical Co), durante toda la noche a
4°C.

3.5.5. Inmunodeteccién de proteinas (proBNP, BNP y NT-proBNP)

El protocolo utilizado para detectar las proteinas transferidas se baso

en el descrito por Tobwin y col (1979), utilizandose de la siguiente forma:

1. Incubacién con primer anticuerpo: se sustituye la soluciéon de
bloqueo por TBS-Tw que contiene una diluciéon apropiada de
anticuerpo primario monoclonal, en nuestro caso, previamente

determinada en un ensayo de diluciones seriadas.

Se incubaron las membranas de PVDF durante 2 horas a TA, en
agitacion.
a. Ant-BNP & proBNP (Hylest Lid; Mab 50E1 REF:
4BNP2) dilucioén 1/300

b. Anti-NT-proBNP & proBNP (HyTest Ltd; Mab 24E11,
REF: 4NTT7) dilucion 1/300

2. Lavados: 4 lavados de 5 minutos con TBS-Tw, en agitaciéon (400
ciclos por segundo; KS725 basic, IKA Labortechnik, Alemania).

3. Incubacién con anticuerpo secundario: se utiliz6 un anticuerpo

monoclonal anti-ratén IgG conjugado con fosfatasa alcalina (AP)
(Sigma  Chemical Co, REF: A3562). Se incub6é 1 hora, a

temperatura ambiente, en agitacioén y a una diluciéon 1:20.000 en
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TBS-Tw + 1% de Nonidet-P40 (Nonylphenyl-polyethylene
glycol; Biochemika, Sigma Aldrich).

4. Lavados: 3 lavados de 5 minutos cada uno con TBS-Tw y 3

lavados de 5 minutos con TBS, en agitacién.

5. Revelado del antigeno-anticuerpo: se transfiere la membrana
a la solucion de revelado BCIP/NBT (Sigma Fast™
BCIP/NBT Buffered Substrate Tablets, Sigma Chemical Co)

preparada en el momento de uso (1 pastilla + 10 ml de agua

bidestilada). La reaccion se lleva a cabo en total oscuridad y se
observa la aparicién de bandas durante aproximadamente 20

minutos.

6. Parada de la reaccidén colorimétrica: se lava la membrana con

agua bidestilada o ultrapura; 3 lavados de 10 minutos cada

vez.

7. Analisis densitométrico de la membrana de PVDF: una vez
seca se digitalizé, utilizando una estaciéon de analisis de
imagen para aplicaciones colorimétricas y fluorescencia (DNR
Bio-Imaging Systems), equipado con un software de captura (Ge/

Capture) y de cuantificacion de geles y membranas de Western
blot (Totall .ab T1.-100, »2008).
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3.6. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA MEDIANTE
PCR-CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

La cuantificacién de los niveles de ARNm es un aspecto importante en
los estudios de expresion génica y en la comprension de los distintos
mecanismos que regulan la expresion génica. La cuantificacion de ARNm de
proBNP se realizé6 en 44 muestras de ventriculo izquierdo de pacientes
sometidos a transplante cardiaco diagnosticados con insuficiencia cardiaca y 5
muestras de donantes, previamente congelados con nitrégeno liquido y
almacenados a -80°C, mediante la técnica cuantitativa de la reaccién en cadena
de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR). Para ello las muestras tuvieron que

seguir estos pasos previos a la amplificacion:

1. Extraccion de ARNm del tejido cardiaco, para la cual se utiliz6 el

ensayo comercial Tri® Reagent (Sigma-Aldrich).

a. En primer lugar el tejido (peso aproximado de 25 mg ) se lisa y
homogeniza en presencia de tampén TRI (500 pl), que contiene
tiocianato de guanidino y fenol, mediante el homogenizador
(TissueLyser, QIAGEN) con bolas de tugsteno de 3 mm.

b. En segundo lugar, se produce la fase de separacion (contenido
proteico, contenido en ADN y contenido en ARN) anadiendo
1-bromo-3-cloropropano al homogenado y centrifugando a

11.000 rpm por 15 minutos a 2-8°C.

c. En tercer lugar, se trasvasa el sobrenandante a un tubo
“eppendorf” nuevo. Se anade isopropanol y se centrifuga a
11.000 rpm durante 10 minutos a 2-8°C. E1 ARN forma un
pellet en el fondo del tubo.

d. A continuacién se elimina el sobrenadante y se resuspende el
pellet con 500 uL. de etanol al 75%. Se centrifuga a 7.000 rpm

durante 5 minutos a 2-8°C.

e. Por dltimo, se afsla el ARN y se afiade un volumen apropiado
de agua, mezclando la solucién sucesivas veces con una

micropipeta.
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2. Analisis de la calidad y concentracion de ARN mediante el uso de una
plataforma basada en microfluidos para la realizacion de la electroforesis
(2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies) y con el wuso de un
espectrofotémetro de microvolimenes (Nanodrop, Termo Scientific) para

cuantificar la concentracién de ARN en la muestra.

3. Transcripcion reversa. EI ARN es normalmente una molécula de una asola
hebra, sensible al calor y no es un sustrato adecuado para la Taq
polimerasa. Por eso, es necesario hacer una transcripcion reversa (RT) del
ARN antes de iniciar la amplificaciéon por PCR, generando una copia de la
hebra de ARN, pero esta copia es ADN complementario (ADNc) el cual es

estable al calor y puede ser amplificado por la Taq polimerasa.

* Para realizar la transcripcion reversa se uso el kit High Capacity
ADNe Archive (Applied Biosystems), el cual contiene la enzima
MultiScribe™ Reverse Transcriptase, que proporciona las cadenas de
ADNc, junto con un inhibidor de la actividad RNase. Al final de la
transcripcion obtenemos un hibrido ADNc-ARNm, pero el ARNm
no interfiere en posteriores amplificaciones por PCR, ya que es labil

al calor y no es sustrato de la Taq polimerasa.

* La mezcla de reaccién incluyé: 10x de tampoén para la RT, 100
mM dNTP Mix, 1 Yl de transcriptasa reversa, 2 Ul de primers, 1 pl
de inhibidor de RNasas y 3,2 pl de nucleasa libre de agua.

* A un volumen de 10 Pl de esta mezcla se le afiaden a 10 pl de 1a
solucién que contienen 500 ng de RNA y se incuba a 25°C durante
10 minutos, a 37°C durante 120 minutos y se inactiva la enzima a
85°C durante 5 segundos. Posteriormente el ADNc obtenido se

almacend a —80°C.

Otro aspecto a tener en cuenta previo a la amplificacién mediante PCR
fue la eleccién de los cebadores los cuales se situaron flanqueando intrones
para evitar contaminaciones con ADN genémico, dificultando su amplificacion
debido al gran tamafo del fragmento, y en el caso de que se produjesen poder
detectar su presencia por analisis de la curva de desnaturalizacién o mediante

electroforesis.
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La reaccién de PCR consta de tres fases: una fase inicial, donde la sefial
corresponde al ruido de fondo, una fase de crecimiento exponencial (la
fluorescencia es proporcional al logaritmo de la cantidad de producto) y una
fase “platean” o de saturacion. La informacién cuantitativa proviene de la fase
exponencial, sé6lo 4 o 5 ciclos, de los 40 que suele constar la PCR, se

encuentran es esta fase y contienen toda la informacion.

La PCR cuantitativa en tiempo real monitoriza la progresion de la
amplificaciéon en el momento en que ocurre, esto se hace usando fluorescencia,
de forma que su aumento es proporcional a la cantidad del producto
amplificado. El proceso se puede automatizar facilmente usando un sistema
que realice la amplificacién (termociclador) y que a su vez sea capaz de leer
fluorescencia. Como se ha descrito, los resultados de la PCR en tiempo real se
basan en la detecciéon y cuantificacion de los marcadores fluorescentes a lo
largo de la reaccién de la PCR. Esto permite conocer la cantidad de
fluorescencia emitida durante la fase exponencial de la reaccién, donde un
aumento significativo del producto de la PCR se correlaciona con la cantidad
inicial de ADNc en estudio (Walker 2002). Para obtener estos resultados, los
valores umbral de ciclo (Ct, cycle threshold) deben ser determinados por la
identificaciéon del ciclo en el cual la emision de la intensidad del marcador
fluorescente se eleva por encima del background en la fase exponencial de la
reaccion de la PCR. En otras palabras, el valor Ct esta representado por el ciclo
en el cual la produccién de fluorescencia cruza el umbral establecido (Bustin ez
al., 2005).

En nuestro caso hemos utilizado el termociclador 7900HT Fast Real-

Time RT-PCR System (Applied Biosciences) usando como marcadores especificos
fluorescentes las sondas TagMan® (Assays-on-Demand, Applied Biosystems) que
permiten medir la produccién de productos de PCR mediante un sistema de
sondas marcadas mediante dos fluorocromos (Fig. 23). Su utilidad radica en
que poseen un fluoréforo en su extremo 3' y una molécula en el 5' que bloquea
su emisiéon de fluorescencia (“quencher”); esta sonda marcada hibrida
especificamente en la parte central del producto de PCR a obtener. De este
modo, cuando se efectia la PCR (con la sonda mas el par de cebadores
especificos), la sonda hibrida en el amplicén, pero, debido a la cercanfa del
fluoréforo al guencher, no se emite fluorescencia; cuando la polimerasa se topa
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con la sonda la hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual
provoca la separacion del “guencher” del fluorocromo y, por tanto, la emision de
fluorescencia que esta relacionada con la cantidad de amplicén producido
(Heid ez al, 1996) y que se cuantifica por un software que puede determinar
valores Ct mediante un analisis matematico de la curva de crecimiento
pudiendo tener as{ una mejor reproducibilidad en las pruebas de PCR en
tiempo real (Dorak 2009).
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Figura 23. Mecanismo de accién de las sondas TagMan. Son oligonucleétidos marcados con un
fluorocromo donador en el extremo 3’ que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el
extremo 5’ que absorbe la fluorescencia liberada por el donador (1). Cuando se efectia la PCR (con la
sonda mas el par de cebadores especificos), la sonda hibrida en el amplicén, pero, debido a la cercania
del fluoréforo al quencher, no se emite fluorescencia (2); cuando la polimerasa se topa con la sonda la
hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la separacion del “quencher” del
fluorocromo y, por tanto, la emisién de fluorescencia (3) (Heid ez af,, 1996).
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A continuacién se realizé la cuantificacion relativa de la expresion de
mRNA de la molécula de proBNP. Esta técnica se utiliza para obtener la
magnitud de los cambios fisiolégicos en los niveles de expresion genética de un
gen en estudio en comparaciéon con uno o mas genes de referencia (Pfaffl
2004). Hay que tener en cuenta que la expresion de los genes de referencia
debe ser constante en las células estudiadas. Por esto, las secuencias utilizadas

para la cuantificaciéon relativa son generalmente genes ‘“housekkeeping”. En

nuestro caso se utilizé6 como gen de referencia el gen de B-actina, y los cambios
se cuantificaron mediante el modelo de Pfaff’ (2001).

En este modelo las diferentes eficiencias de la PCR tanto para los gen

» —

en estudio (“%arget” = proBNP) como para el gen de referencia (r¢f = B-actina)

se toman en cuenta como se muestra en la siguiente ecuacion:

(Etarget)ACtmge . (control — muestra)

ratio =

ACt_ . (control — muestra)
(E ) ref
ref.

En esta ecuacién el ratio del gen en estudio se expresa en una muestra

(corazones con miocardiopatia isquémica o dilatada) frente a un control

(donantes) en comparacion con un gen de referencia (B-actina). E e
representa la eficiencia de la PCR en tiempo real del gen de estudio (proBNP);
E, representa la eficiencia de la PCR en tiempo real del gen de referencia;
ACP,,,,, es la desviacion en Ct del control menos la muestra del gen en estudio;
y ACP_; es la desviacion en Ct del control menos la muestra del gen de
referencia. En nuestro caso consideramos que la eficiencia de nuestro gen de
estudio y del gen referencia es del 100%, dandole un valor de 2. Las muestras
se ensayaron por triplicado y s6lo una variabilidad menor al 5% se consider6é

aceptable.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los valores se expresan como la media * desviaciéon estandar
(DS) para las variables continuas, y como porcentaje para las discretas. La
normalidad de las variables se evalué mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. La
comparacion de medias de dos grupos de variables continuas que mostraron
una distribucién normal se realiz6 mediante la prueba estadistica #Student,
mientras que se emple6 el test U de Mann-Whitney para las variables no
normales. Al comparar las medias de tres o mas grupos se empled el test
ANOVA o Kruskal-Wallis segin las variables tuviesen una distribucién normal
o no. Se empled el test exacto de Fisher para la comparaciéon de variables

categoricas.

Para estudiar la relacién simple existente entre dos variables se realiz6
un analisis de regresion simple, utilizando como coeficientes de correlacion (r)
el de Pearson o Spearman. Posteriormente se analizé la influencia de varias
variables independientes (covariables) sobre una variable dependiente (niveles
de péptidos natriuréticos), mediante el analisis de regresion multiple.

2
ccr 5

Eligiéndose como mejor modelo el que presenté la mas elevada.

La sensibilidad (ss), especificidad (sp), valor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN) de los niveles de péptidos natriuréticos en el
diagnoéstico de la insuficiencia cardiaca o disfuncién ventricular sistolica (FE <
40%), y el valor prondstico para la mortalidad de origen cardiaco, se
establecieron mediante la construccién de curvas ROC (“Receiver Operating
Characteristic Curves”). Las areas bajo la curva (ABC) de las curvas ROC de
distintos parametros se compararon mediante el método de Delong y
colaboradores (DeLong e7 al., 1988).

Para el analisis del valor prondstico de los péptidos natriuréticos en un
seguimiento a 12 o 24 meses, se empled la regresion binaria logistica.
Estableciéndose como variables dependientes los eventos de origen cardiaco
(mortalidad + ingresos), o mortalidad cardiaca aislada, y como marcador de
riesgo relativo utilizamos la “odds-ratio”. También se analiz6 el prondstico a 12
meses para eventos cardiacos o mortalidad cardiovascular aislada teniendo en
cuenta la variable tiempo, para lo que se realizaron curvas de supervivencia
Kaplan-Meier, comparandose mediante el estadistico /og-rank, y regresiones de
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Cox, cuyo riesgo relativo se mostrd con el parametro Hagard Ratio. Las curvas
de supervivencia se construyeron estratificando los niveles de NT-proBNP en
orina por encima o por debajo de los puntos de corte seleccionados de las
curvas ROC para el pronéstico a 12 meses, asi como en las regresiones de Cox
donde los niveles de péptidos natriuréticos se codificaron como variables

categoricas, por encima del punto de corte (curvas ROC).

Para analizar la concordancia de los niveles de NT-proBNP en suero y
orina en dos intervalos de tiempo diferentes (basal; 12 meses o estadio I; y 24
meses o estadio II), se utilizé el método de Bland & Altman, 1986.
Representando el porcentaje de cambio de las medias [(NT-proBNP en el
estadio I — N'T-proBNP en basal) / (media NT-proBNP en estadio I + media
NT-proBNP en basal)] frente la media de las determinaciones de NT-proBNP
en los dos estadios. Este modelo de Bland & Altman es atil para normalizar y
comparar los datos sin tener en cuenta la magnitud de la medida de NT-
proBNP. Basindose en esta aproximacién, se determinaron los limites de
concordancia por la diferencia de la media mas o menos el coeficiente de
reproducibilidad (CR), donde éste se calculé como 1,96 x DS del porcentaje de

cambio. En este caso, un CR alto indica una baja reproducibilidad.

Se considerd estadisticamente significativo un “p valor” menor de 0,05
para todos los modelos. Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el
programa estadistico SPSS 10.1 (“Statistical Package for Social Sciences”, SPSS Inc.,
Chicago, llinois).
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IV. RESULTADOS

“El espiritu vital tiene su propio origen en el ventriculo izquierdo del corazon, y los

pulmones tienen un papel importante en su desarrollo. Se trata de un espiritu enrarecido, producido
por la fuerza del calor, de color amarillo rojizo (flavo) y de potencia ignal a la del fuego. De manera
que es una especie de vapor de sangre muy pura que contiene en si mismo las sustancias del agua, aire
) fuego. Se genera en los pulmones a partir de una mezcla de aire inspirado con la sangre elaborada y
ligera que el ventriculo derecho del corazdn comunica con el izquierdo. Sin embargo, esta
comunicacion no se realiza a través de la pared central del corazon, como comiinmente se cree, sino
que, a través de un sistema muy ingenioso, la sangre fluye durante un largo recorrido a través de los
pulmones. Elaborada por los pulmones, adquiere el tono amarillo rojizo y se vierte desde la arteria
pulmonar hasta la vena pulmonar. Entonces, una vez en la vena pulmonar, se mezcla con aire
inspirado y a través de la espiracion se libera de sus impurezas. Ast, completamente mezclada y
preparada correctamente para la produccion del espiritu vital, es impulsada desde el ventriculo
izquierdo del corazon por medio de la didstole. ..”

Descripcion de la Circulacion Menor
“Christianismi Restitutio” (Restitucion del Cristianismo) (1546)
Miguel Servet (1511 — 1553)
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1. RELACION DE LOS NIVELES DE NT-proBNP CON
PARAMETROS DE FUNCION VENTRICULAR EN
PACIENTES CON INSUFICIENCIA CARDIACA

1.1. FUNCION DIASTOLICA VENTRICULAR. VELOCIDAD MAXIMA
DE  RELAJACION DEL  VENTRICULO IZQUIERDO Y
CONCENTRACION DE NT-proBNP EN SUERO

La poblaciéon de estudio incluyé 97 pacientes diagnosticados de
insuficiencia cardiaca (65 * 13 afios, 72% varones). La etiologfa de la IC en
nuestros pacientes fue la miocardiopatia isquémica (n=44, 45,4%),
miocardiopatia dilatada (n=39, 40,2%), miocardiopatia hipertensiva (n=13,
13,4%) y enfermedad valvular (n=1, 1%). De los 97 pacientes, 56 (58%) eran
hipertensos y 39 (40%) diabéticos. Recibfan tratamiento médico con diuréticos
79%, con inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina un 70%, con
bloqueadores beta un 62%, con antagonistas de la aldosterona un 48%, con
digoxina un 24%, con calcioantagonistas el 15%, y con antagonistas de los
receptores de angiotensina II (ARA II) el 17%.

En el grupo de pacientes con IC y una fraccion de eyeccion (FE) <40%
(n=62, edad media 65 * 13 afios) el valor medio para la velocidad maxima de

relajacion (RVm) fue de 20 + 7 mm/s, para el desplazamiento del plano

auriculoventricular (DPAV) fue 6,9 £ 1,5 mm, para la FE 29 + 6 %, para la
velocidad de propagacion del flujo transmitral (Vp) fue 31 £ 9 cm/s, para el
cociente entre la velocidad de llenado temprano y tardia en didstole (E/A) fue
1,3 £ 0,9, tiempo de deceleracion (TD) 181 £ 51 ms, y los niveles promedio de
NT-proBNP sérico fueron 1.766 + 2.057 pg/mL. En los pacientes
diagnosticados de IC con una FE >40% (n=35, edad media 66 * 14 anos)
encontramos una RVm de 29 = 15 mm/s, un DPAV de 9,3 + 1,3 mm, una FE
igual 249 + 6, una Vp de 37 + 13 cm/s, un E/A igual 2 0,8 £ 0,3, un TD de 212
+ 60 ms, y una concentracion sérica de NT-proBNP igual a 580 + 745 pg/mlL.

La figura 1 muestra la correlacion entre los niveles de NT-proBNP en
suero y la RVm en ambos grupos (FE <40% y FE >40%). Ademas,
correlacionamos la RVm con los distintos parametros de funcién ventricular

estudiados, y también con NT-proBNP en pacientes con FE <40% o >40%
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(Tabla 1). Estas correlaciones también se analizaron en pacientes con una FE
>50% y <50% vy, aunque el nimero de pacientes con una FE >50% fue

pequeno (n=15), los resultados no fueron diferentes significativamente.

Se hipotetizé que la velocidad maxima de relajacion (RVm) podria ser
util en la clasificaciéon funcional de los pacientes. Por ello, analizamos los
valores de la RVm en las distintas clases funcionales de la NYHA en los

pacientes estudiados, encontrando que la RVm fue 40 + 22 mm/s en la clase

funcional NYHA 1, 22 £ 7 mm/s en la clase NYHA II, y 20 + 11 mm/s en la
NYHA III, con una significacion estadistica de p<<0,0001 (siendo entre la clase
NYHA I frente a NYHA II y III de p<0,0001).

A) Figura 1. Relaciéon entre el
5. logaritmo de los niveles de NT-
n=62 proBNP en suero y la velocidad

r=-0,421 maxima de relajaciéon (RVm) en

ol N p<0,001 Pacicnt-cs -diagn(-)sticados de
insuficiencia cardiaca con una
FE <40% (A) o con una FE
>40% (B).

log NT-proBNP en suero (pg/mL)
w

0 20 40 60 80

RVm (mm/s)
B)
5 -
n=35
r=-0,584
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w
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119



& RESULTADOS

Tabla 1. Coeficientes de correlacién de la velocidad maxima de relajacién (RVm) en
pacientes diagnosticados de insuficiencia cardiaca con FE £40% o FE >40%.

FE <40% (n=62) FE >40% (n=35)
Coeficiente de p valor Coeficiente de  p valor
Pearson (r) Pearson (r)

Edad (afios) -0,112 NS -0,602 <0,0001
DPAV (mm) 0,543 <0,0001 0,589 0,001
Vp (cm/s) 0,132 NS 0,401 0,02
E/A 0,143 NS 0,533 0,006
TD (ms) -0,124 NS -0,323 NS
FE (%) 0,447 0,005 0,247 NS

DPAV: desplazamiento del plano auticuloventricular; E/A: cociente entre la velocidad de
llenado temprano y tardia en diastole del ventriculo izquierdo; FE: fraccién de eyeccién; TD:
tiempo de deceleracién; Vp: velocidad de propagacion del flujo mitral.

Por otro lado, se realizé una regresion lineal maltiple para determinar el
poder predictivo independiente de la RVm sobre los niveles de NT-proBNP
en suero en pacientes con IC. El modelo fue ajustado por la edad, FE y E/A,
obteniéndose que la RVm estaba relacionada inversamente con los niveles de
NT-proBNP (+* ajustada=0,544, p<0,0001). Cuando el mismo anilisis multiple
se realiz6 en el subgrupo de pacientes con una FE >40%, se encontrd una r°
ajustada de 0,434 (p<0,0001). Teniendo en cuenta la medicaciéon empleada
(diuréticos, IECA, bloqueadores beta, antagonistas de la aldosterona, digoxina,
bloqueadores de los canales de calcio, y antagonistas de los receptores de
angiotensina II) en el analisis multiple, no encontramos cambios en la relacion
entre RVm y la concentracion de NT-proBNP en suero, tanto en todo el grupo

de pacientes diagnosticados de IC como en los pacientes con una FE >40%.

1.2. FUNCION VENTRICULAR. VALORES DE LAS AREAS
TELEDIASTOLICA Y TELESISTOLICA DEL VENTRICULO
IZQUIERDO Y CONCENTRACION DE NT-PROBNP EN SUERO

Se estudiaron un total de 106 sujetos (edad 64 + 13 anos, 74% varones)
diagnosticados de insuficiencia cardiaca (IC). El 45% de nuestros pacientes
tenfan miocardiopatia isquémica (n=48), el 39% miocardiopatia dilatada
(n=41), el 13% miocardiopatia hipertensiva (n=14) y el 3% enfermedad

valvular (n=3). Se determinaron las relaciones entre NT-proBNP en suero y las
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areas en dos dimensiones del ventriculo izquierdo (VI) en pacientes

diagnosticados de IC, comparando etiologfa isquémica y dilatada.

Al correlacionar los niveles de NT-proBNP con el area telediastolica
del VI (ATD) y telesistolica (ATS) se encontré una r=0,223 (p<0,05) y una
r=0,364 (p<0,0001), respectivamente. Al normalizar el ATD y el ATS por la
superficie corporal y correlacionar los indices obtenidos con los niveles de NT-
proBNP, se obtuvo r=0,384 (p<0,0001) para el indice del area al final de la
diastole (IATD), y una r=0,502 (p<<0,0001) al final de la sistole (IATS) (Fig. 2).
Cuando se analiz6 la correlacion entre la fraccion de cambio del area del VI
(FCA) con los niveles de NT-proBNP en suero se obtuvo una correlacion
negativa de r=-0,514 (p<0,0001).
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Figura 2. Correlacion del las areas del ventriculo izquierdo al final de la diastole (A) y al final de
la sistole (B) con el logaritmo de la concentracién sérica de NT-proBNP (pg/mL) en pacientes
con insuficiencia cardiaca (n=1006). IATD: indice del area en telediastole; IATS: indice del atea

en telesistole.

Por otro lado, la Tabla 2 muestra los resultados obtenidos cuando se
compararon las areas del VI en pacientes con IC segin su etiologfa fuese
dilatada o isquémica. Los valores obtenidos en los pacientes con
miocardiopatia dilatada fueron mas altos que en pacientes con miocardiopatia
isquémica, obteniéndose diferencias significativas sélo con el IATD. Los

niveles de NT-proBNP fueron similares en ambos grupos.
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Tabla 2. Valores de las areas del ventriculo izquierdo en pacientes con
insuficiencia cardiaca de origen isquémico y dilatado

Miocardiopatia Miocardiopatia  p valor

dilatada (n=41) isquémica (n=48)
ATS (cm?) 35+9 33+8 NS
IATS (cm?/m?) 20%6 18+4 NS
ATD (cm?) 46 £ 10 43+9 NS
IATD (cm?/m?) 266 23+ 4 <0,05
FCA (%) 23+9 23+7 NS
NT-proBNP (pg/mL) 1370 + 1955 1461 + 1759 NS

Los datos se expresan como media * DS. ATD: érea telediastélica del ventriculo
izquierdo; ATS: édrea telesistolica del ventriculo izquierdo; FCA: fraccién de acortamiento
del area del ventriculo izquierdo; IATD: indice del area en telediastole; IATS: indice del
area en telesistole; NT-proBNP: fragmento N-terminal de BNP.

Los coeficientes de correlacion entre las areas del VI y la concentracion
de NT-proBNP en suero se calcularon ambos en la miocardiopatia dilatada e
isquémica. En el grupo de pacientes con miocardiopatia dilatada, los niveles de
NT-proBNP estuvieron correlacionados con ATD (r=0,546), ATS (+r=0,601),
IATD (r=0,623), IATS (t=0,743) y con FCA (r=-0,623), todas ellas con una
significaciéon de p<0,001. Sin embargo, en los pacientes con miocardiopatia
isquémica, los niveles de NT-proBNP estuvieron correlacionados
exclusivamente con IATS (r=0,334; p<0,05) y FCA (r=-0,423; p<0,01).

Por dltimo, se realiz6 una regresion lineal multiple para analizar el
poder predictivo de IATD, IATS, FCA y otras variables sobre los niveles de
NT-proBNP en pacientes con IC (Tabla 3). El mejor modelo asociado con el
biomarcador se ajustd por IATS, IMC, edad y FCA, con una t* =0,534; p<0,001.

Tabla 3. Resultados de la regresion lineal multiple entre los niveles de NT-proBNP
en suero y las areas del ventriculo izquierdo.

Variable Beta ES p valor
IATS (cm?/m?) 0,029 0,010 0,004
IMC (kg/m?) -0,017 0,007 0,021
Edad (afios) 0,015 0,003 <0,0001
FCA (%) -0,015 0,006 0,013

La regresion lineal maltiple incluyé las areas del ventriculo izquierdo y sus indices derivados,
género, edad, velocidad de propagacién del flujo mitral (Vp) y el indice de masa corporal (IMC)
como variables independientes, con el logaritmo de NT-proBNP en suero como variable
dependiente.
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2. RELACION DE LOS NIVELES SERICOS DE NT-proBNP
CON BIG ENDOTELINA-1 Y ALDOSTERONA EN LA
INSUFICIENCIA CARDIACA

La poblaciéon de estudio incluyé 103 pacientes diagnosticados de
insuficiencia cardiaca (63 * 13 afos, 73% varones). La etiologia de la
insuficiencia cardiaca en nuestros pacientes fue la miocardiopatia dilatada
(n=44, 43%), miocardiopatia isquémica (n=43, 41%), miocardiopatia
hipertensiva (n=13, 13%) y enfermedad valvular (n=3, 3%). De los 103
pacientes, 44 (43%) eran hipertensos y 39 (38%) diabéticos. Recibian un
tratamiento médico con diuréticos el 79%, con inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA) el 74%, con bloqueadores beta el 51%,
con antagonistas de la aldosterona el 46%, con digoxina el 33%, con

calcioantagonistas el 15%, y con antagonistas de los receptores de angiotensina
IT (ARA 1I) el 14%.

Para toda la poblacién la concentraciéon de NT-proBNP fue 1.262
1570 pg/mlL, de big ET-1 fue 1,03 £ 0,75 fmol/mL, y de aldosterona 168 + 102
pg/mL. Los niveles de NT-proBNP mostraron una correlacion positiva con
los niveles de big ET-1 (r=0,512; p<0,0001) (Fig. 3). Cuando correlacionamos
ambos marcadores bioquimicos en el subgrupo de pacientes con
miocardiopatia dilatada obtuvimos una mayor correlacion de r=0,627
(p<0,0001), mientras que en el grupo de pacientes con miocardiopatia
isquémica la correlacion fue de r=0,332 (p=0,034).

Al dividir los niveles de NT-proBNP en cuartiles (Q1: 212 + 59
pg/mL; Q2: 462 + 89 pg/mL; Q3: 997 + 233 pg/mL; Q4: 3.925 + 1.597
pg/mlL) y comparar los valores de big ET-1 en cada subgrupo (Q1: 0,80 + 0,30
fmol/mL; Q2: 1,05 £ 0,97 fmol/mL; Q3: 0,83 + 0,38 fmol/mL; Q4: 1,70 + 1,3

fmol/mlL), obtuvimos un nivel de significacion de p<0,01.

Por dltimo, al analizar la relacion entre la concentracién sérica de NT-
proBNP con los niveles plasmaticos de aldosterona, no encontramos una
correlacién significativa (r=0,08; p=0,686). Tampoco encontramos diferencias
significativas al comparar los valores de aldosterona (Q1: 204 + 220 pg/ml,;
Q2: 158 * 120 pg/mL; Q3: 192 = 179 pg/mL; Q4: 151 * 123 pg/ml;
p=0,759), con los cuartiles de NT-proBNP.
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Figura 3. Correlacion directa entre el logaritmo de la concentracién sérica de N-terminal
propéptido natriurético tipo B [log NT-proBNP (pg/mlL)] y el logaritmo de &g endotelina-1 [log
big ET-1 (pg/mL)] en nuestro grupo de pacientes con insuficiencia cardiaca (n=103) (A), con
miocardiopatia dilatada (n=44) (B), y miocardiopatia isquémica (n=43) (C). Los pacientes (n=14)
que tuvieron miocardiopatfa hipertréfica o valvular no estuvieron representados en esta figura.
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3. INFLUENCIA DE LA OBESIDAD SOBRE LOS NIVELES
SERICOS DE NT-proBNP EN PACIENTES CON
INSUFICIENCIA CARDIACA

Se estudiaron 111 pacientes diagnosticados de insuficiencia cardiaca (64
* 13 anos, 71% varones). Como indicador de obesidad se utiliz6 el indice de
masa corporal (IMC), que se calcul6 como el peso en kilos (kg) dividido por la
altura en metros al cuadrado (m?). Estableciéndose como punto de corte para
definir la obesidad valores para el IMC = 30 kg/m* (WHO 2000). En nuestro
estudio, 34 pacientes eran obesos (31%) y 77 no obesos (69%) (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas de la poblacién diagnosticada de insuficiencia cardiaca (n=111)

Variables Obesos (n=34) No obesos (n=77) p valor
Edad (afios) 63+ 14 65+13 NS
Género (M/V) 8/26 23/54 NS
PAS (mm Hg) 133+23 125+ 19 NS
IMC (kg/m?) 34 + 4 26+ 2 <0,001
Fumadores 5 (16%) 6 (8%) NS
Diabetes mellitus 8 (25%) 34 (43%) NS
Hipertension 20 (59%) 34 (44%) NS
Colesterol total (mg/dL) 211 + 40 186 + 43 <0,01
Creatinina plasmatica (mg/dL) 1,11 £ 0,34 1,13 +0,32 NS
Miocardiopatia isquémica 13 (38%) 35 (45%) NS
Miocardiopatia dilatada 13 (38%) 32 (42%) NS
Miocardiopatia hipertensiva 8 (24%) 7 (9%) NS
Enfermedad Valvular 0 3 (4%) NS
Clase funcional NYHA I / II / III) (3/27 /4) (6 /55/16) NS
Tratamiento
Bloqueadores beta 20 (65%) 33 (43%) NS
Diuréticos 27 (87%) 60 (77%) NS
IECA 20 (65%) 60 (78%) NS
Calcioantagonistas 4 (13%) 12 (16%) NS
Digoxina 8 (26%) 25 (32%) NS
Antagonistas de la aldosterona 15 (48%) 32 (42%) NS
ARA II 7 (23%) 11 (14%) NS
FE (%0) 40 £ 10 37 11 NS
E/A 1,10 + 0,54 1,01 +0,63 NS

Los datos se expresan como media * DS, o nimero de pacientes y porcentaje. ARA II:
antagonistas de los receptores de angiotensina II; E/A: cociente entre la velocidad de llenado
temprano y tardfa en didstole del ventriculo izquierdo; FE: fraccién de eyeccion; IECA: inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina; IMC: indice de masa corporal; NYHA: New York Heart
Association; PAS: presion arterial sistdlica.
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El nivel de colesterol asi como el de IMC (por definicién) fue mas
elevado en el grupo de pacientes obesos, (p<0,01 y p<0,001, respectivamente).
No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de pacientes en
cada clase funcional (NYHA), en el nimero de pacientes segin la etiologia de
la insuficiencia cardiaca, ni en los tratamientos farmacolégicos recibidos entre

obesos y no obesos (Tabla 4).

La media de los niveles séricos de NT-proBNP fue significativamente
menor en el grupo de pacientes obesos (617 + 512 pg/mL) frente al grupo de
no obesos (1.683 * 2.007 pg/mL), p<0,01 (Fig. 4). Los pacientes obesos

tuvieron un descenso en la concentraciéon de NT-proBNP en suero del 63%.

Figura 4.  Valores
2500 7 p<0,01 séricos de NT-proBNP
en pacientes no obesos
(n=77) y obesos (n=34)
2000 - con IC (media + ESM).
1C, insuficiencia cardiaca

1500 +

1000 +

NT-proBNP en suero (pg/mL)

500 4

No obesos Obesos

El descenso en los niveles de NT-proBNP a lo largo de las categorias
establecidas por el IMC se observé tanto en el grupo de pacientes con
insuficiencia cardiaca de origen isquémico como dilatado (Fig. 5). Los niveles
de NT-proBNP en el grupo de isquémicos descendié un 65% en los obesos
(632 = 114 pg/mL) frente a los no obesos (1.799 * 341 pg/mlL, p<0,05). En
pacientes con miocardiopatia dilatada se encontré también un descenso del
65% en la concentracion de NT-proBNP en suero, (557 £ 173 pg/mL vs.
1.589 + 390 pg/mlL, p<0,05).
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Figura 5. Niveles séricos de NT-proBNP (media * ESM) en pacientes no
obesos y obesos con miocardiopatia isquémica (n=48) y dilatada (n=45).

Al realizar un analisis de regresion lineal multiple, ajustando el modelo
por edad, funcion sistdlica (FE) y diastdlica (E/A), el IMC se correlaciond
inversamente con los niveles plasmaticos de NT-proBNP (p=0,049) (Tabla 5).
La obesidad se asoci6 con un descenso del 17% en los niveles séricos del
péptido natriurético en los pacientes obesos con IC (p=0,036) (Tabla 5).
Teniendo en cuenta la medicaciéon en el analisis maltiple (bloqueadores beta,
IECA, diuréticos, antagonistas de la aldosterona y digoxina), asi como factores
de riesgo (hipertension y diabetes mellitus), no se encontraron cambios en la
asociacion entre la obesidad e IMC con los niveles de NT-proBNP en suero.
La distinta etiologia de la IC tampoco influy6 en el efecto de la obesidad sobre
los niveles de NT-proBNP.

Por dltimo, se correlaciond parametros de funcién ventricular con
niveles de NT-proBNP en suero en el grupo de pacientes obesos (Tabla 0).
Obteniéndose buena correlaciéon con los parametros de funciéon ventricular
sistolica [fraccion de eyeccion (FE) e indice de volumen telesistolico (IVTS)] y
funcién diastélica como el indice de volumen telediastélico (IVTD). Sin

embatgo, el E/A (pardmetro diast6lico) no mostr6 una cortelacion significativa
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Tabla 5. Resultados de la regresion lineal multiple sobre el efecto de la obesidad e
IMC sobre los niveles de NT-proBNP en suero (pg/mL).

Variable B (ES) p valor
Log NT-proBNP sérico
IMC continuo -0,020 0,008 0,049
Categorias IMC
No obesos (< 30 Kg/m?) referencia  referencia
Obesos (= 30 Kg/m?) -0,184 0,086 0,036

Modelo estadistico ajustado por edad, FE y E/A. El efecto sobre los niveles de NT-proBNP

en suero se estimé por el exponente del coeficiente 3. La obesidad se asocié con un 17% de
reduccién en los niveles de NT-proBNP, (e0184=0,83; 1-0.83=0,17).

con los niveles de NT-proBNP en suero. También se correlacioné el indice de

masa del ventriculo izquierdo (IMVI) y el desplazamiento del plano

auriculoventricular (DPAV), parametro sensible a cambios en la funciéon

sistolica y diastélica, con los niveles de NT-proBNP.

Tabla 6. Correlaciones simples de NT-proBNP en suero con parametros de funcién
ventricular en pacientes obesos con insuficiencia cardiaca.

Coeficiente de

correlacion p valor
Fraccion de eyeccion (%) r=-0,468 0,008
Cociente E/A r= 0,046 NS
Indice de volumen telediastélico (mL/m?) 1=0,461 0,009
Indice de volumen telesistélico (ml./m?) r=0,348 0,033
Desplazamiento del plano auriculoventricular (mm) r=-0,373 0,039
Indice de masa del ventriculo izquierdo r=0,548 0,001

E/A: cociente velocidad de llenado temprano y taati diastole del ventriculo izquierdo
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4. PAPEL DIAGNOSTICO DE 1.OS NIVELES URINARIOS
DE NT-proBNP: CARACTERIZACION Y PRONOSTICO EN
LA INSUFICIENCIA CARDIACA

Se estudiaron un total de 116 sujetos, de estos 96 pacientes (edad 66 *
12 afios, 71% varones) diagnosticados de insuficiencia cardiaca (IC) y 20
controles pareados por edad y sexo (61 * 8 afos, 68% varones). El 45% de
nuestros pacientes tenfan miocardiopatia isquémica, el 39% miocardiopatia

dilatada, el 13% miocardiopatia hipertensiva y el 3% enfermedad valvular.

Al comparar los niveles urinarios y séricos de NT-proBNP entre los
pacientes y grupo control, se encontraron diferencias significativas en ambos
casos (p<0,0001) como muestra la Tabla 7.

Tabla 7. Comparacién de los niveles de NT-proBNP en orina y suero entre pacientes con
insuficiencia cardiaca y sujetos control

Variables Pacientes (n=96) Controles (n=20) p valor
Niveles de NT-proBNP (pg/mL)
Suero 1.406 £ 1.821 3624 <0,0001
Orina 94 + 31 67+6 <0,0001

Datos expresados como media + DS. NT-proBNP: fragmento N-terminal de BNP.

Ademas, en el grupo de pacientes los niveles de NT-proBNP en suero
fueron mayores que los niveles urinarios, mientras que en el grupo control los
niveles del péptido natriurético fueron mas altos en la orina. Los niveles séricos
de NT-proBNP mostraron una buena correlaciéon con los urinarios (r=0,78;
p<0,0001), para toda la poblacién de estudio (Fig. 6). En el grupo de pacientes
con IC la correlacion fue r=0,66, (p<0,0001). Sin embargo, en el grupo control

los niveles urinarios y séricos no estuvieron correlacionados significativamente.

La curva ROC (Receiver Operating Characteristic) de los niveles de NT-
proBNP en orina para deteccion de IC obtuvo un area bajo la curva (ABC) de
0,96 = 0,02, p<0,0001 (Fig. 7). Cuando realizamos la curva ROC para los
niveles séricos de NT-proBNP se obtuvo un ABC ligeramente superior (0,98 *
0,01; con un valor p=0,061 al comparar las ABC de los dos tipos de muestras)
(Fig. 7). El punto de corte 6ptimo extraido de la curva ROC para NT-proBNP
en orina fue de 74,23 pg/mlL, con sensibilidad de 93% y especificidad de 95%
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para la deteccién de insuficiencia cardiaca. Los valores predictivos positivo y
negativo fueron de 90% y 94%, respectivamente. Para la concentraciéon en
sueto de NT-proBNP el punto de corte 6ptimo fue 93,85 pg/mlL, con
sensibilidad y especificidad de 93% y 100%, respectivamente. Los valores
predictivos positivo y negativo fueron 96% y 100%.

Figura 7. Curva ROC
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NT-proBNP en suero y
g orina para la deteccién
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En el apartado anterior hemos establecido que la obesidad disminuye
los niveles séricos de NT-proBNP en pacientes con IC. En concordancia con

este hallazgo, los niveles en orina de NT-proBNP son menores en el grupo de

pacientes obesos frente a los no obesos (84,7 * 9,8 pg/mL vs. 98,7 + 357
pg/mlL, p=0,007) (Fig. 8).

Figura 8. El grafico de cajas

ilustra los niveles urinarios de
p=0,007 NT-proBNP  en  pacientes
140 | obesos 'y no obesos con
insuficiencia cardiaca. Las cajas
muestran  la  mediana  (linea
horizontal), rango intercuartilico
(limites superior e inferior de las
100 - cajas), y el percentil 5 y 95

(barras de etror).
80 - T
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160 4
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NT-proBNP en orina (pg/mL)
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Ademas, se realizé una regresion lineal maltiple para evaluar el valor
predictivo independiente de la obesidad sobre los niveles urinarios de NT-
proBNP en estos pacientes. Sin embargo, el modelo ajustado por edad, género,
NT-proBNP en suero, creatinina plasmatica, FE y E/A, no incluy6 la obesidad
como factor independiente, sino los niveles de NT-proBNP en suero
(p<0,0001) y la creatinina (p=0,016), alcanzando una t* ajustada de 0,764.

La Figura 9A muestra los valores de NT-proBNP en orina en relacion
con la clase funcional segun las NYHA (NYHA I: 77 + 10 pg/mL, NYHA II:
88 £ 16 pg/mL, NYHA III: 123 + 51 pg/mlL; p<0,0001). Los valores de NT-

proBNP se elevaron en clases funcionales mas deterioradas, ademas hubo

diferencias significativas entre pacientes en clase funcional NYHA 1y el grupo
control (77 + 10 pg/mL vs. 67 = 6 pg/mL, p=0,000). Los resultados obtenidos
pata los valores séricos fueron NYHA I: 312 + 369 pg/mL, NYHA II: 1.063
* 1.201 pg/mlL, NYHA III: 2.989 * 2.084 pg/mlL, p<0,0001) (Fig. 9B).
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Figura 9. Distribucién de los niveles de NT-proBNP en otina (A) y en suero (B) de acuerdo al
grado de clase funcional (NYHA). Las cajas muestran la mediana (barra horizontal), el rango
intercuartilico (limites superior e inferior de las cajas), y el percentil 5 y 95 (barras de error).

Por otra parte, para analizar el poder de predicciéon para eventos
cardiacos (mortalidad cardiaca o ingresos) se realizaron curvas ROC para los
niveles de NT-proBNP en orina y suero. L.a concentraciéon urinaria mostré un

ABC de 0,67 £ 0,07 (p=0,011), mientras que en suero fue ligeramente superior

0,70 £ 0,06 (p=0,003); con una p=0,657 al comparar las ABC de los dos tipos
de muestras (Fig. 10). Los puntos de corte 6ptimos extraidos de la curva ROC
fueron de 90,3 pg/mlL, con sensibilidad 60% vy especificidad 70%; y 791
pg/mlL, con sensibilidad y especificidad de 70% y 67%, respectivamente.

10 7 Figura 10. Cutrva ROC
de los niveles de NT-
proBNP en suero y
orina para predecir los
eventos  combinados
(mortalidad o ingresos)
de origen cardiaco en
un periodo de 12
NT-proBNP en suero meses.

ABC = 0,70 + 0,06
p=0,003
NT-proBNP en orina
ABC = 0,67 £ 0,07
p=0,011

Sensibilidad

5 8 1,0
1 - Especificidad
132



ﬁ RESULTADOS

Ademas, se realiz6 una regresion binaria logistica para analizar si los
niveles de NT-proBNP en orina eran predictores independientes de eventos
cardiacos (ingresos o mortalidad) en un seguimiento a 12 meses. El modelo
incluyé niveles urinarios de NT-proBNP, edad, clase funcional (NYHA),
obesidad y FE como variables independientes. Se obtuvo que niveles en orina
de BNP eran un fuerte predictor de eventos de origen cardiaco (p=0,011), con
odds ratio de 4.5.

La Figura 11 muestra la curva ROC de NT-proBNP en orina para la
predicciéon de mortalidad cardiovascular a 12 meses, con un ABC de 0,75+0,10
(p=0,015); punto de corte 6ptimo de 92,61 pg/ml., 78% de sensibilidad y 71%
de especificidad. Los niveles séricos del péptido mostraron un ABC
ligeramente superior (0,80 + 0,09, p=0,004) para la deteccion de mortalidad
cardiaca (p=0,569 al comparar las ABC de los dos tipos de muestras). Con un
punto de corte de 978 pg/mlL, con sensibilidad y especificidad de 78/

1,0

E | Figura 11. Curva ROC
. de los niveles de NT-
' proBNP en suero vy
orina para predecir la
mortalidad de origen
cardiaco en un periodo
de 12 meses.
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ABC =0,80+ 0,09
p=0,004

NT-proBNP en orina
ABC =0,75+0,10
p=0,015

Sensibilidad
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Ademas, para analizar el porcentaje de eventos cardiacos (mortalidad o
ingresos) y la mortalidad cardiaca aislada en relacion a la concentracion de N'T-
proBNP en orina en el grupo de pacientes diagnosticados de insuficiencia
cardiaca, se clasificaron a los pacientes en dos grupos segun sus niveles de N'T-

proBNP estuviesen por encima o por debajo de 92,61 pg/mL (punto de corte
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escogido de la curva ROC de NT-proBNP en orina para predecir la mortalidad
cardiaca). El nimero de eventos cardiacos en el grupo de pacientes con niveles
de NT-proBNP menor que 92,61 pg/mL fue 14 (21%), frente a 16 (52%) en el
grupo de pacientes con NT-proBNP mayor o igual que 92,61 pg/mL
(p=0,006). Cuando se comparé la mortalidad cardiaca aislada, también se

encontraron diferencias significativas (p=0,000) (Tabla 8).

Tabla 8. Eventos cardiacos segin el punto de corte de 92,61 pg/mL para NT-proBNP
en orina en nuestros pacientes diagnosticados de insuficiencia cardiaca.

Variables NT-ptoBNP <92,61 pg/mL NT-proBNP 292,61 pg/mL P valor

(n=065) (n=31)
Eventos 14 (21%) 16 (52%) 0,006
Mortalidad 3 (4%) 7 (24%) 0,006

Datos expresados como numero de pacientes y porcentaje. Los eventos cardiacos incluyen:
ingresos y mortalidad de origen cardiaco. NT-proBNP: fragmento N-terminal del péptido
natriurético tipo B.

Los pacientes se vigilaron analitica y clinicamente durante 12 meses

(11,4 £ 1,7 meses). Un total de 10 pacientes fallecieron (10,7%), mientras que

30 pacientes (31,2%) sufrieron un evento combinado (ingreso o muerte).

Por dltimo, las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para los
eventos combinados (mortalidad o ingresos) de origen cardiaco mostraron que
la concentracion de NT-proBNP en suero por encima del punto de corte
escogido de la curva ROC (791 pg/ml) tuvo una mds pronta aparicion de
eventos (9,4 £ 0,5 frente a 11,2 £ 0,3 meses; p=0,002). Los niveles urinarios de
la molécula por encima de 90 pg/mlL también mostraron esta tendencia (9,4 +
0,6 frente a 10,9 * 0,3 meses; p=0,008) (Fig. 12). Las curvas de supervivencia
de Kaplan-Meier para la mortalidad cardiaca mostraron también que los niveles
de NT-proBNP en suero por encima del punto de corte de la curva ROC (978
pg/mL), tuvieron un peotr pronodstico (supervivencia media 10,9 + 0,4 frente a
11,9 £ 0,08 meses; p=0,009), asi como los niveles de orina de NT-proBNP
mayores de 92,6 pg/mL (supetrvivencia media 10,8 + 0,4 frente a 11,9 + 0,07
meses; p=0,003), al compararlos con el grupo de pacientes con menores
niveles de NT-proBNP (Fig. 13).
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Figura 12. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de los niveles en orina de NT-proBNP
(A) y en suero (B) para los eventos combinados (mortalidad o ingresos) de origen cardiaco,
estratificando los niveles de N'T-proBNP por encima (linea continua) o por debajo (linea
discontinua) de los puntos de corte extraidos de las curvas ROC (fig. 10), en los 96 pacientes

diagnosticados de insuficiencia cardiaca.
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Figura 13. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier de los niveles en orina de NT-proBNP
(A) y en suero (B) para la mortalidad de origen cardiaco, estratificando los niveles de N'T-
proBNP por encima (linea continua) o debajo (linea discontinua) de los puntos de corte
extraidos de las curvas ROC (Fig. 11), en los 96 pacientes diagnosticados de insuficiencia

cardiaca.
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5. PAPEL DIAGNOSTICO DE L.OS NIVELES URINARIOS
DE BNP: CARACTERIZACION Y PRONOSTICO EN LA
INSUFICIENCIA CARDIACA

Se estudiaron 92 pacientes no ingresados (65 varones y 27 mujeres

(29%), con una edad media de 65 * 12 afios) diagnosticados de insuficiencia

cardiaca y 30 controles pareados por edad y sexo (23 varones y 7 mujeres

(21%), con edad media de 63 £ 7 anos). El 45% de nuestros pacientes tenfan
miocardiopatia isquémica, el 39% miocardiopatia dilatada, el 13%
miocardiopatia hipertensiva y el 3% enfermedad valvular. Después de un
seguimiento a 12 meses de los 92 pacientes, 9 fallecieron (11%) y 19 (21%)

tuvieron un evento cardiaco no mortal.

Se encontraron diferencias significativas para los niveles de BNP en
orina entre el grupo control y pacientes (0,51 + 0,89 vs. 3,28 + 4,24 pg/mlL,
respectivamente) (p<<0,0001). La concentracién de BNP en suero fue mas alta
que la concentracién en orina en ambos grupos. Los niveles del péptido
natriurético en suero y orina mostraron una buena correlacién en nuestra
poblaciéon de estudio (r=0,64, p<0,0001). En el grupo de pacientes la
correlacion fue r=0,51 (p<<0,0001), mientras que en el grupo control los niveles

plasmaticos y urinarios de BNP no estuvieron correlacionados.

La Figura 14A ilustra la distribuciéon de los niveles de BNP en orina
con relacién a la clase funcional segiun la NYHA (NYHA I: 1,72 + 249 pg/ml;
NYHA II: 2,83 + 3,11 pg/mL; NYHA III: 549 + 6,71 pg/mL). Los niveles
urinarios de BNP fueron mas altos en las clases funcionales mas deterioradas
(p<0,05), y se obtuvo diferencia significativa entre pacientes en clase funcional
NYHA Iy controles (1,72 + 2,49 pg/mL vs. 0,51 + 0,89 pg/mL; p=0,023). Los
niveles de BNP en suero (14B) mostraron diferencias significativas al comparar

las clases funcionales NYHA entre ellas y con los sujetos control.

Al analizar la influencia de la obesidad sobre los niveles de BNP en
orina se obtuvieron concentraciones mas bajas en pacientes obesos (1,93 £ 2,16
pg/mL vs. 3,83 + 4,78 pg/mL, p=0,042). Ademas, se realizé una regresion
lineal multiple para analizar la influencia de la obesidad sobre BNP urinario,

ajustando por edad, género, niveles séricos de BNP, creatinina plasmatica, FE,
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obesidad, y cociente E/A. Sin embatgo, el modelo mejor asociado con BNP en
orina no incluyé esta variable como un factor predictivo, sino niveles séricos de
BNP (p=0,001) y FE (p=0,002), alcanzando una t* ajustada de 0,60.
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Figura 14. Niveles de BNP en orina (A) y suero (B) en pacientes con insuficiencia cardiaca segun
las clases funcionales de la New York Heart Association. Las cajas muestran la mediana (batrra
horizontal), rango intercuartilico (limites superior e inferior de las cajas) y los percentiles 5 y 95
(barras de error).

La curva ROC de los niveles de BNP en orina para la detecciéon de IC
mostré un ABC de 0,91 £ 0,06, p<0,0001 (Fig. 15), para los niveles en suero el
ABC fue ligeramente superior (0,95 * 0,02, p<0,0001) (con una p=0,457 al
comparar las ABC de ambos tipos de muestras). De la curva ROC para la
concentracién de BNP en orina se eligié un punto de corte de 2,21 pg/mL con
sensibilidad de 43% y especificidad de 100% para la deteccion de IC, y valores
predictivo positivo y negativo de 100% y 56%, respectivamente.

Por otro lado, para investigar el papel prondstico de los niveles
urinarios de BNP en la IC en un seguimiento a 12 meses, se calcul6 la
proporcién de pacientes que tuvieron eventos cardiacos (ingresos +
mortalidad) y el porcentaje de mortalidad cardiaca en relaciéon con los terciles
de BNP en orina y suero (Fig. 16). Se observé que los pacientes en el dltimo
tercil tuvieron una prevalencia de eventos de origen cardiaco 3 veces mayor
que los pacientes en el primer tercil (14% vs. 43%). Para los niveles en suero

del marcador, los pacientes en el tercer tercil tuvieron también una prevalencia
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3,5 veces mayor (15% vs. 54%). Ademas, la proporciéon de mortalidad cardiaca
también se increment en el tercer tercil tanto para los niveles urinarios (0%
vs. 20%) como para los plasmaticos (4% vs. 23%) de BNP (Fig. 106).

También se realiz6 una regresion logistica para investigar si los niveles
del péptido natriurético en orina eran predictores independientes de los
eventos cardiacos (ingresos + mortalidad cardiaca) en un seguimiento a 12
meses, incluyendo edad, obesidad, FE, NYHA, y niveles de BNP en orina

como variables independientes. El resultado mostré que la concentraciéon de
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Figura 16. Porcentaje de pacientes con eventos cardiacos (ingresos + mortalidad) (izquierda del
grafico) y mortalidad cardiaca (derecha del grafico) en relacion con los terciles (T) de la
concentracién de BNP en orina.
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BNP en orina tenfa una odds ratio de 6,6 para los pacientes en el segundo tercil
(p=0,022), y de 6,4 para los pacientes en el tercil tercero (p=0,029).

Por dltimo, se realiz6 una curva ROC para determinar el poder

pronodstico de mortalidad de origen cardiaco para los niveles de BNP en orina
en un seguimiento a 12 meses. Se obtuvo un ABC de 0,76 * 0,06 (p=0,014)

para los niveles en orina y ligeramente superior para el suero 0,78 * 0,08
(p=0,007) (con una p=0,829 al comparar las ABC de los dos tipos de muestras)
(Fig. 17). El punto de corte éptimo para BNP en orina fue 3,22 pg/mlL, con
sensibilidad y especificidad de 67% y 70%, respectivamente, y valores
predictivos positivo y negativo de 21% y 95%. Para la concentracién en suero
el punto o6ptimo fue 466 pg/ml, con 67% de sensibilidad y 87% de
especificidad, los valores predictivo positivo y negativo fueron 25% y 91%,

respectivamente.
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6. DIAGNOSTICO DE LA DISFUNCION VENTRICULAR
MEDIANTE LOS NIVELES DE BNP EN ORINA

La poblaciéon de estudio incluyd 90 pacientes diagnosticados de
insuficiencia cardiaca (70% varones, 66 £ 12 afios) que tuvieron una fraccion
de eyeccion (FE) <40% (59 pacientes) y FE >40% (31 pacientes), cuyas

caracteristicas clinicas se detallan en la Tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas clinicas de los pacientes en funcién de la fraccién de eyeccion

; FE<40% FE>40%
Variables Todos (n=59) (n=31)
Varén/Mujet 61/29 41/18 20/11
Edad (afios) 66 £ 12 65t 13 68 £ 12

PAS (mmHg) 128 £ 22 125 £ 19 134 £ 26
Creatinina plasmadtica (mg/dL) 1,23 +£0,71 1,20 £ 0,34 1,24 + 0,33
eFGR (mL./min/1,73 m?) 74 + 24 74 + 25 73 + 22
Clase funcional NYHA 2,11+£0,54  221+045 2,01 0,52
Parametros ecocardiograficos:

FE (%) 36 + 11 29+13 48 + 6™
Vp (cm/s) 334+ 10 3148 36 + 13*
E/A 1,03 £ 0,58 1,2+ 0,66 0,8 = 0,28%*
E/VP 232 +0,86 2,52+0,89 1,93 £ 0,70**
IVID (mL/m?) 120 = 61 140 + 63 84 & 35k
IVID (mL/m?) 81 = 51 102 = 52 43 + 16%kk
IMVI (g/m?) 191 = 67 209 * 69 157 + 48%k*
Hipertension (%) 51 37 TRk
Diabetes (%) 41 40 43
Fumar (%) 7 9 4
Obesidad (%) 30 23 42
Tratamiento (%):
Diuréticos 81 88 68*
IECA 71 70 74
Antagonistas de la aldosterona 52 57 42
Bloqueadores beta 64 63 68
Digoxina 24 27 19
ARAII 15 16 13
Calcioantagonistas 15 13 19

BNP en suero (pg/mL) 296 £ 380 369 * 447 159 + 124**

BNP en orina (pg/mL) 334432 4331491 1,53 £ 1,74%F

Los datos se expresan como media = DS o porcentaje. p valor entre FE < 6 >40%: *p<0,05,
*p<0,01 y **p<0,0001. ARA II: antagonistas del receptor II de la angiotensina; E/A:
cociente entre la velocidad de llenado temprano y tardia en diastole; IECA: inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina; IVID: indice del volumen telediastélico; IVTS: indice del
volumen telesistélico; eFGR: filtrado glomerular renal; IMVI: indice de masa del ventriculo

izquierdo; PAS: presion arterial sistélica; Vp: velocidad de propagacién del flujo mitral.
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También se estudié un grupo de 30 controles pareados en edad y sexo
(77% wvarones, edad 63%7 afios) que presentaron un estudio eco-Doppler
normal, analisis bioquimico, hematolégico y no tenfan antecedentes de

enfermedad cardiovascular.

El grupo de pacientes con una FE <40% (n=59, 66%) mostr6 un
aumento en los indices telesistolico (IVTY) y telediastélico (IVTD), asi como
en el indice de masa del VI (IMVI). También mostraron un descenso en el
valor de la Vp, en el porcentaje de hipertensos y un aumento en la toma de
diuréticos, comparados con el grupo de pacientes con FE >40% (Tabla 9).
Ademas, al comparar los valores de BNP en orina, se obtuvo un aumento
significativo en los niveles del péptido en el grupo de pacientes con FE <40%

al comparar con el grupo de FE >40% y el grupo control (p<0,0001) (Fig. 18).

°] p<0 0001 Figura 18. Va_lores
< ’ > medios de péptido
57 p<0,0001 natriurético tipo B (BNP)

en orina en el grupo
control (n=30), y en el
grupo de pacientes con
insuficiencia cardiaca con
FE <40% (n=59) y con
p=0,003 FE >40% (n=31).
— FE: fraccién de eyeccién

BNP en orina (pg/mL)
w

L -

eNT FE <40% FE >40%

En todos los pacientes (n=90), los niveles en orina de BNP estuvieron
correlacionados significativamente con parametros de funcién del VI (excepto
con E/A) y con el IMVI (Tabla 10). Sin embargo, los niveles de BNP no
estuvieron correlacionados con la edad (r=0,07), creatinina plasmatica (r=-
0,04) y filtrado glomerular (r=-0,01). Ademas, se realiz6 un analisis de
regresion mualtiple para testar la correlacion independiente entre la edad,
género, obesidad, filtrado glomerular, niveles de BNP en suero, FE, Vp, E/A,
IVTS, IVTD, IMVI y medicacién, con los niveles de BNP en orina. El mejor

modelo asociado a los niveles del biomarcador, incluyé BNP en suero
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(p<0,0001), FE (p=0,02) y ambos volimenes del VI (p<0,0001), con una t’

ajustada de 0,67 (Tabla 11).

Tabla 10. Coeficientes de correlacion de Spearman entre los niveles de BNP en orina y
parametros funcionales en pacientes con insuficiencia cardiaca.

Coeficiente de correlacion de

Variable

Spearman (r) p valor
FE (%) 20,389 <0,0001
Vp (cm/s) 10,228 0,033
E/A 0,146 0,184
E/Vp 0.236 0,031
IVTS (ml./m?) 0,451 <0,0001
IVID (ml./m?) 0,432 <0,0001
IMVI (g/m?) 0,222 0,038

E/A: cociente entre velocidad de llenado temprano y tardia en diastole del
ventriculo izquierdo; FE: fraccién de eyeccion; IVTD: indice de volumen
telediastolico; IVTS: indice de volumen telesistolico; IMVI: indice de masa del
ventriculo izquierdo; Vp: velocidad de propagacion del flujo mitral.

Tabla 11. Resultados de la regresion lineal multiple para la detecciéon de factores

independientes sobre los niveles de BNP en orina en nuestros pacientes con 1C

Coeficientes
No estandarizados

Variable Beta ES p valor
Edad 0,03 0,05 0,57
Género -0,58 1,37 0,68
Obesidad -0,83 1,33 0,54
eFGR -0,02 0,03 0,46
BNP en suero 0,006 0,001 <0,0001
FE -0,24 0,10 0,02
Vp -0,10 0,07 0,13
E/A -0,11 0,95 0,91
IVTID 0,18 0,05 <0,0001
IVTS 0,27 0,06 <0,0001
IMVI 0,003 0,01 0,76
Diuréticos -0,10 1,44 0,94
IECA -1,55 1,52 0,19
Bloqueadores beta 0,47 1,13 0,68

El mejor modelo se asocié6 con una 12= 0,672. La obesidad se defini6 como un IMC
230kg/m2. BNP: péptido natriurético tipo B; E/A: cociente entre la velocidad de llenado
temprano y tardfa en didstole del ventriculo izquierdo; FE: fraccién de eyecciéon; IECA:
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; eFGR: indice filtrado glomerular;
IMVI: indice de masa del ventriculo izquierdo; IVID: indice volumen telediastélico, IVTS:

indice volumen telesistdlico; Vp: velocidad de propagacion del flujo mitral.
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La curva ROC (Receiver Operating Characteristic) de los niveles de
BNP en orina para la detecciéon de FE <40% en nuestra poblacion de pacientes
con IC mostré un area bajo la curva (ABC) de 0,74 £ 0,05 (p<0,0001). La
concentraciéon de BNP en suero mostré un ABC para la deteccion de FE
<40% ligeramente peor 0,68 * 0,06 (p=0,007) (con una p=0,368 al comparar
las ABC entre ambas muestras) (Figura 19). De la curva ROC de los niveles en
orina de BNP, el punto de corte 6ptimo (2,30 pg/mL) tuvo una sensibilidad
del 60% y una especificidad del 90%, con unos valores predictivos positivo y
negativo de 92% y 54%, respectivamente. Un punto de corte de 13,65 pg/mL
en orina tuvo especificidad del 100%.

Figura 19. Curva ROC de
la concentraciéon de BNP en
suero y orina para la
deteccion de fraccién de
eyeccién (FE) <40% en un
grupo de pacientes con
insuficiencia cardiaca. ABC:

'% , .
3 area bajo la curva.
S
0
c
o]
n
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| (p<0,0001)
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1- Especificidad

Por otro lado, cuando detectamos insuficiencia cardiaca con una FE
<40% en nuestros pacientes frente al grupo control, obtuvimos un ABC de
0,87 £ 0,04 (p<0,0001), y para la deteccién de IC con una FE >40% frente al
grupo control, obtuvimos un ABC de 0,71 + 0,07, (p=0,004).

Finalmente, se realiz6 una regresion logistica binaria para la deteccion
de la FE <40%. Las variables incluidas en la regresion fueron, la edad, género,

filtrado glomerular, diabetes, miocardiopatias y los niveles de BNP en orina. La
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concentracion urinaria de BNP fue el marcador mas fuerte, con una odds-ratio
de 21 para la presencia de FE <40% (p=0,001), con un 40% de la varianza
(Nagelkerke °=0,40, p=0,003). Los resultados de la regresién pueden

observarse en la Tabla 12.

Tabla 12. Analisis de regresion binaria logistica para \arfredictores de

disfuncion ventricular sistélica (RB20%)

Variable Beta ESM p valor OR IC 95%

Edad 0,04 0,04 0,28 1,04 0,97 -1,11
Género (Varén) -1,30 0,88 0,14 0,27 0,05 -1,54
Indice de filtrado glomerular 0,03 0,02 0,15 1,03 0,99 — 1,01
Diabetes 0,04 0,65 0,96 1,04  0,29-3,71
Miocardiopatia isquémica 2,41 2,12 0,26 0,09 0,00 - 5,73
Miocardiopatia dilatada -3,18 2,23 0,16 0,04  0,00-3,32
Miocardiopatia hipertensiva -2,86 2,28 0,21 0,06 0,00 — 4,99
BNP en orina (>2,30 pg/ml) 3,04 0,91 0,001 20,9 353-1241

P valor y odds-ratio (OR) se refieren a los predictores. El mejor modelo asociado tuvo una r2
Nagelkerke = 0,40. El punto de corte (2,30 pg/mlL) del péptido natriurético tipo B fue
seleccionado de la curva ROC para la deteccién de FE<40%.
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7. IMPACTO DE LA FUNCION RENAL SOBRE EL VALOR
DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO DE INSUFICIENCIA
CARDIACA DE BNP Y NT-proBNP EN ORINA.

Se estudiaron 90 pacientes (66 varones, 65 * 12 afios) con IC a los que
se les determiné simultaineamente los niveles de BNP y NT-proBNP en orina.
Se estim¢ el filtrado glomerular renal (eFGR) mediante el método de Crockoft-
Gault (Crockoft & Gault 19706); y se agruparon segun el eFGR fuese < 0 = a 60

ml./min. La Tabla 13 muestra las caractetisticas clinicas en ambos grupos.

Tabla 13. Caracteristicas clinicas del grupo de estudio segtn el filtrado glomerular renal.

Variable eFGR <60 mL/min e¢FGR 260 mL/min p valor
(n=40) (n=50)
Edad (afios) 73+ § 58 + 11 <0,0001
Género (varon, %) 58% 65% 0,30
PAS (mmHg) 126 £23 131+ 19 0,02
PAD (mmHg) 71+ 11 78+ 14 0,30
Colesterol (mg/dL) 181 + 33 191 + 29 0,21
Urea (mg/dL) 60 + 23 4110 <0,0001
Creatinina en suero (mg/dL) 13+03 0,9 %02 <0,0001
Na (mEq/L) 140 + 4 140 + 4 0,58
K (mEq/mL) 47+0,5 45+0,4 0,07
eFGR (mL/min) 47 +13 90 + 22 <0,0001
IMC (kg/m?) 263 296 0,002
Hipertension (%) 50 60 0,29
Diabetes (%) 58 28 0,004
Clase funcional NYHA) (%) 23%0,6 2,0+ 0,5 0,02
Medicacion (Yo):
Bloqueadores Beta 60 64 0,45
Diuréticos 88 72 0,06
IECA 73 68 0,40
ARATI 15 15 0,61
Digoxina 30 21 0,24
Calcioantagonistas 23 9 0,06
Antagonistas de aldosterona 55 43 0,17
FE (%0) 34+ 11 36+ 11 0,49
E/A 12+1,1 1,0£0,5 0,47

Los datos se expresan como media £ DS o porcentaje. ARA II: antagonistas del receptor 1I de la
angiotensina; E/A: cociente entre la velocidad de llenado temprano y tardia en didstole del
ventriculo izquierdo; FE: fraccién de eyeccion; eFGR: filtrado glomerular renal; IECA: inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina; IMC: indice de masa corporal; K: potasio; Na: sodio,
PAD: presion arterial diastdlica; PAS: presion arterial sistolica.
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Los pacientes con menor eFGR tuvieron mayor edad (p<0,0001),
niveles mas altos de creatinina sérica y urea (p<<0,0001) y clase funcional
(NYHA) (p=0,02). Tuvieron mas bajos la presién arterial sistélica (p=0,02) y el
indice de masa corporal (p=0,002). Ademas, los pacientes con peor funcién

renal tuvieron un mayor porcentaje de pacientes diabéticos (p=0,004).

Para analizar el metabolismo renal tanto de NT-proBNP como BNP,
usamos diferentes parametros. La cantidad filtrada por el glomérulo renal de
péptidos natriuréticos se calculé como: FGR x los niveles séricos de péptidos
natriuréticos. Después, calculamos el cociente entre la cantidad en orina de
ambas moléculas por la cantidad filtrada: NT-proBNP o BNP urinario /
[(cantidad sérica de NT-proBNP o BNP) x FGR].

Ambos grupos de pacientes (con FGR por encima o debajo de 60
mL/min) tuvieron unas concentraciones de péptidos natriuréticos (PN) en
orina mayores al grupo control (p<0,0001). Ademas, los sujetos con peor
eFGR tuvieron niveles séricos mayores de NT-proBNP [(1.918 + 2.177 vs.
1027 + 1.502 pg/mL, p=0,008] y BNP [(413 + 494 vs. 192 + 221 pg/mlL,
p=0,004] que los pacientes con mejor funcién renal. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en los niveles urinarios de NT-proBNP o
BNP (Tabla 14). Estas diferencias no mejoraron cuando las concentraciones
urinarias de ambos péptidos se normalizaron por los niveles de creatinina en
orina. La cantidad filtrada de NT-proBNP y BNP fue significativamente mayor
en pacientes que en controles (p<<0,001), pero no se encontraron diferencias

estadisticas entre ambos grupos segun el FGR.

Tabla 14. Niveles de BNP y NT-proBNP segun el filtrado glomerular renal (eFGR).
CNT eFGR<60 eFGR =60 pvalor?

(n=30) (n=40) (n=50)
BNP sérico (pg/mlL) 18+ 15 413 + 494 192 + 221 0,004
NT-proBNP sérico (pg/mlL) 35+26 1918 £2177 1027 £ 1502 0,008
BNP en orina (pg/mlL) 0,5+0,9 34+42 3144 0,609
NT-ptoBNP en otina(pg/mL) 676 87 + 27 102 + 36 0,101
BNP sérico filtrado (ng/min) 36+1,3 77 +74 72+ 78 0,726
NT-proBNP sérico filtrado (Mg/min) 2,1 +£0,9 17 £ 16 17+18 0,993

Los niveles de péptidos estuvieron aumentados (p<0,0001) en ambos grupos de eFGR frente a
controles. s*Comparacion entre pacientes con eFGR <60 mL/min y eFGR 260 mL/min. BNP:
péptido natriurético tipo B; NT-proBNP: fragmento N-terminal de proBNP.
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A continuacién la Figura 20 muestra una relacién exponencial inversa
entre la cantidad filtrada de los niveles de NT-proBNP o BNP en suero y el
cociente entre la cantidad en orina y la filtrada en todos los pacientes
estudiados (r=-0,842, p<0,001; y r=-0,69, p<0,001, respectivamente). Después,
en aquellos pacientes con peor funcién renal (FGR< 60 mL/min), también
obtuvimos una correlaciéon inversa significativa para NT-proBNP (r=-0,87,
p=0,001) y BNP (r=-0,71, p<0,001); coeficientes similares tuvieron el grupo de
pacientes con FGR 2 60 mL/min (NT-proBNP r=-0,84, p<0,001; y BNP
r=-0,72, p<0,001, respectivamente).
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Figura 20. Relacion entre la cantidad filtrada de los niveles séricos de NT-proBNP (izquierda) y BNP
(derecha) frente al cociente de los niveles urinarios de ambas moléculas y la cantidad filtrada en pacientes
con insuficiencia cardiaca.

El papel predictivo para los PN de IC no estuvo influenciado por la
funcién renal en nuestros pacientes (Figura 21). Los niveles de BNP en orina
tuvieron areas bajo la curva (ABC) similares en pacientes con peor eFGR (0,84;
(95% 1C 0,75-0,94; p<0,0001) que en aquellos con eFGR mas alto, 0,86 (95%
IC 0,77-0,95; p<0,0001). En el caso de los niveles de NT-proBNP también
tuvieron ABC similares en ambos grupos de pacientes: 0,98 (95% IC 0,99-1,00,
p<0,0001) vs. 0,97 (95% IC 0,93-1,01, p<0,0001), respectivamente.
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Figura 21. Curva ROC para los niveles de BNP y NT-proBNP con y sin normalizacién por
creatinina en orina en pacientes con eFGR menor que 60 mL/min (n=40) (izquierda) y
pacientes con eFGR 260 mL/min (n=50) (detecha). BNP: péptido natriurético tipo B; FGR:
filtrado glomerular renal; NT-proBNP: fragmento N-terminal proBNP.

La Tabla 15 muestra los puntos de corte, sensibilidad, especificidad,

valores predictivos positivo y negativo, segun las categorias de eFGR (mayor o

menor de 60 mL/min); viéndose que los valores fueron similares en ambos

grupos. Ademas, los niveles de NT-proBNP en orina tuvieron mejor ABC para
la predicciéon de IC que los de BNP en ambos grupos (eFGR < o = 60
ml./min) (p<<0,0001 al comparar las ABC entre marcadores).

Tabla 15. Curvas ROC de péptidos natriuréticos en orina para IC segin su eFGR

Valor

Variable ABC  95%IC corte S8 SP VPP VPN
eFGR < 60 mL/min

BNP (pg/mL) 0,84  0,75-0,94 220 45 96 95 56
BNP/creatinina (pg/mg) 0,88 0,79-0,96 1,95 53 89 100 58
NT-ptoBNP (pg/mL) 0,98  0,99-1,00 7349 95 93 88 94
NT-ptoBNP/creatinina (pg/mg) 0,86 0,78-0,95 63,64 82 71 70 75
eFGR = 60 mL/min

BNP (pg/mL) 0,86 0,77-0,95 223 44 97 95 52
BNP/creatinina (pg/mg) 0,89 0,82-0,96 1,95 53 90 100 55
NT-proBNP (pg/mL) 0,97 0,93-1,01 74,18 93 93 91 89
NT-proBNP/creatinina (pg/mg) 0,73  0,62-0,85 60,30 71 70 70 63

ABC: area bajo la curva; BNP: péptido natriurético tipo B; eFGR: filtrado glomerular renal; IC: intervalo
de confianza; NT-proBNP: fragmento N-terminal de BNP; sp: especificidad; ss: sensibilidad; VPN:

valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.
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El porcentaje de eventos cardiacos (ingreso o mortalidad) a 12 meses
fue del 31% para todo el grupo. Cuando realizamos una curva ROC para
predecirlos, ambos péptidos en orina fueron predictores en pacientes con bajo
o alto eFGR (Fig. 22). La concentracién de BNP tuvo un ABC de 0,74 (95%
IC 0,58-0,90; p<0,0001) en pacientes con peor funciéon renal, con punto de
corte de 2,90 pg/mlL (sensibilidad 50% y especificidad 70%), y en pacientes
con mejor funcién renal un ABC similar de 0,71 (95% IC 0,55 — 0,86) con
punto de corte de 2,72 pg/mlL (sensibilidad 67% y especificidad 63%). Para
NT-proBNP encontramos ABC parecidas en ambos grupos: 0,76 (95% IC 0,59
— 0,93) con valor de 95,5 pg/mL (sensibilidad 79% y especificidad 70%), y un
ABC de 0,70 (95% IC 0,55-0,86) con un cotte de 87,2 pg/mL (sensibilidad
60% y especificidad 75%), respectivamente. Ademas, al comparar las ABC

entre ambos péptidos para predecir eventos no hubieron diferencias (p=0,991).
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Figura 22. Curva ROC de los niveles de BNP y NT-proBNP en orina para predecir eventos
cardiacos (ingreso o mortalidad) en pacientes con eFGR < 60 mL/min (n=40) (izquierda) y
pacientes con eFGR 260 mL/min (n=50) (derecha). BNP: péptido natriurético tipo B; eFGR:
filtrado glomerular renal; NT-proBNP: fragmento N-terminal proBNP.
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La Figura 23 muestra las curvas Kaplan Meier al englobar la funciéon
renal, como eFGR, y péptidos natriuréticos en orina. Los pacientes con niveles
de BNP por encima de los puntos de corte de las curvas ROC (2,72 y 2,90
pg/mL) y un eFGR por debajo de 60 mL/min tuvieron alto tiesgo de eventos
cardiacos (log rank 15,61, p=0,0014). Resultados similares obtuvimos para NT-
proBNP urinario y eFGR (log rank 19,01, p=0,0003). Ademas, los pacientes
con niveles de BNP y NT-proBNP por encima de los puntos de corte tuvieron

el mayor riesgo de evento cardiaco independientemente del valor de eFGR.
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Figura 23. Curvas de supervivencia de Kaplan Meier para predecir el riesgo de suftir eventos
cardiacos (ingreso o mortalidad) al englobar los niveles de BNP (izquierda) o NT-proBNP en
orina (derecha) junto con la funcién renal como eFGR. El estadistico empleado para la
comparacion de las curvas fue log rank.

Por dltimo, los niveles de PN en orina predijeron los eventos cardiacos
a 12 meses, en sujetos con eFGR < 0 = de 60 mL/min (Tabla 16). En el grupo
de pacientes con mala funcién renal un BNP mayor de 2,90 pg/mL tuvo un
hazard ratio de 5,36 (p=0,039), y con NT-proBNP mayor de 95,5 pg/mL un
hazard ratio de 5,92 (p=0,010). En los pacientes con mejor eFGR, los niveles de
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BNP por encima de 2,72 pg/mL tuvieron un hazard ratio de 4,08 (p=0,0206), y
un NT-proBNP mayor de 87,2 pg/mL un bazard ratio de 4,44 (p=0,015).

RESULTADOS

Tabla 16. Relacion entre el riesgo de eventos cardiacos con niveles de BNP y
NT-proBNP a 12 meses, en pacientes con eFGR < 0 2 de 60 mL/min.

Hazard ratio (95% IC) p valor

Pacientes con eFGR < 60 mL/min

Modelo con BNP:
Edad 1,088 (0,979 — 1,209) 0,119
Género 1,213 (0,319 — 4,611) 0,777
Hipertension 1,292 (0,309 — 5,410) 0,726
Diabetes 1,133 (0,331 - 3,882) 0,342
Obesidad 0,687 (0,119 — 3,955) 0,674
BNP en orina > 2,90 pg/mL 5,363 (1,086 — 26,489) 0,039

Modelo con NT-proBNP:
Edad 1,083 (0,978 — 1,2106) 0,121
Género 1,083 (0,306 — 3,833) 0,902
Hipertension 1,527 (0,391 — 5,974) 0,543
Diabetes 1,141 (0,306 — 4,259) 0,344
Obesidad 0,888 (0,140 — 5,637) 0,900
NT-proBNP en orina > 95,5 pg/mL 5,924 (1,517 — 23,134) 0,010

Pacientes con eFGR = 60 mL/min

Model con BNP:
Edad 1,026 (0,978 — 1,077) 0,290
Género 1,164 (0,207 — 6,551) 0,864
Hipertension 2,630 (0,839 — 8,244) 0,097
Diabetes 1,093 (0,302 — 3,959) 0,392
Obesidad 0,820 (0,240 — 2,798) 0,751
BNP en orina > 2,72 pg/mL 4,082 (1,183 — 14,079) 0,026

Model con NT-proBNP:
Edad 1,016 (0,968 — 1,067) 0,511
Género 1,516 (0,298 — 7,698) 0,616
Hipertension 2,687 (0,857 — 8,425) 0,090
Diabetes 1,023 (0,303 — 3,452) 0,970
Obesidad 0,939 (0,305 — 2,890) 0,913
NT-proBNP en orina > 87,2 pg/mL 4,442 (1,333 — 14,802) 0,015

Puntos de corte de BNP y NT-proBNP extraidos de curvas ROC para el prondstico de
eventos cardiacos. BNP: péptido natriurético tipo B; eFGR = filtrado glomerular renal;
NT-proBNP = fragmento N-terminal del péptido natriurético tipo B.
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8. VARIABILIDAD DE 1L.OS NIVELES DE NT-proBNP EN SUERO Y
ORINA EN PACIENTES ESTABLES CON INSUFICIENCIA
CARDIACA, EN UN SEGUIMIENTO A DOS ANOS

El grupo inicial de pacientes con el que comenzamos este proyecto de
tesis doctoral se componia de 114 pacientes diagnosticados de insuficiencia
cardiaca (72% varones, con una edad media de 64 * 13 afios). De estos 114
pacientes, 40 no se incluyeron en este subestudio por no cumplir los criterios
de inclusién y estabilidad: 17 habfan fallecido, 21 habfan tenido un evento

cardiaco y 2 no se pudieron localizar.

En total se incluyeron 74 pacientes estables diagnosticados de
insuficiencia cardiaca (74% varones, con edad media de 65 * 11 afios). El 49%
de los pacientes tenfan miocardiopatia isquémica, el 33% miocardiopatia
dilatada, el 14% miocardiopatia hipertensiva y el 4% enfermedad valvular.
Todos los pacientes fueron seguidos hasta el final del estudio, a los 24 meses,
con recogida de datos en 3 fases: basal, a los 12 meses (fase I) y a los 24 meses
(fase II). La Tabla 17 muestra los valores de NT-proBNP en suero y orina y su
cociente, las caracteristicas clinicas y los parametros de funcién ventricular en
las 3 fases para los 74 pacientes estables. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la presion arterial sistdlica, fraccion de
eyeccion y niveles de NT-proBNP en orina respecto a la fase basal (p<<0,05,
p<0,05y p<0,01, respectivamente). Las variables bioquimicas y hematoldgicas,
la edad, el indice de masa corporal, los parametros de funcién ventricular
diastolica, los niveles de NT-proBNP en suero, la clase funcional NYHA y la

prueba de esfuerzo, no mostraron diferencias significativas.

Cuando se analiz6 la dispersion de los niveles de NT-proBNP en cada
fase (basal, fase I y fase II), se observd que pocos pacientes tuvieron una
concentracion de NT-proBNP > = 1 DS, en basal (27% en suero y 20% en
orina), en fase I (27% en suero y 7% en orina), y en la fase II (28% en suero y
20% en orina). Los niveles de NT-proBNP en orina mostraron menos
variabilidad entre nuestros pacientes con insuficiencia cardiaca que los niveles
plasmaticos en las 3 fases (basal: 1,90 £ 0,1 vs. 2,85 * 0,43; fase I: 1,95 £ 0,09
vs. 2,84 £ 0,46, fase 1I: 1,94 £ 0,07 vs. 2,83 + 0,41, respectivamente).
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Tabla 17. Caracteristicas clinicas de nuestros pacientes con insuficiencia cardiaca
(n=74) alo largo de todo el estudio (basal, fase I =12 meses y fase II = 24 meses).

Variable Basal Fase I Fase II
Edad (afios) 65+ 11 66 = 11 67+ 11
PAS (mm Hg) 128 £ 20 130 £ 22 125 + 19*
Frecuencia cardiaca (Ipm) 76 £ 14 73+ 11 75£12
Colesterol total (mg/dL) 194 * 446 186 % 31 183 + 37
Na (mEq/L) 1393 140 £ 3 140 + 3
K (mEq/L) 4,62+ 0,51 471+0,42  451%0,51
eFGR (ml/min/1,73 m?) 71+ 22 74 £ 21 71+ 21
Hematocrito (%) 42 +5 42+ 5 425
IMC (kg / m?) 28+5 28+ 6 28+ 4
Hipertension (%) 50 54 57
Diabetes mellitus (%o) 41 46 49
Fumar (%) 13 7 8
Clase funcional NYHA 2+£05 21+05 2,1+£0,6
Tratamiento (%):
IECA 79 75 74
Diureticos 76 79 77
Bloqueadores beta 60 65 70
Antagonistas de la aldosterona 46 49 43
Digoxina 25 20 26
Calcioantagonistas 14 13 16
ARATI 10 11 15
Protocolo de Naughton modificado(s) 632 + 36 611 + 34 585 + 31
FE (%) 38+ 10 36 £ 11* 36 + 9*
E/A 1,01 £0,62 1,02+ 0,64 1,21+ 0,82
TD (ms) 214+ 71 199 + 54 201 = 69
NT-ptoBNP en suero (pg/mL) 1.237+£1.737 1.241£1.748 1.043+1.153
NT-ptoBNP en otina (pg/mL) 83+23 92+ 28t 89+ 17¢
Cociente suero/otina NT-proBNP 13+ 15 11 £11 10 £ 9*

Los datos se expresan como media * DS, o numero de pacientes y porcentaje. ARA II:
antagonistas de los receptores de angiotensina II; E/A: cociente entre la velocidad de llenado
temprano y tardfa en diastole del ventriculo izquierdo; FE: fraccién de eyeccion; IECA:
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; eFGR: indice del filtrado glomerular;
IMC: indice de masa corporal; K: potasio; Na: sodio; NYHA: New York Heart Association;
PAS: presion arterial sistélica; TD: tiempo de deceleracion; Vp: velocidad de propagacion del
flujo mitral. Diferencias significativas respecto al fase basal, *p<0.05 y tp<0.01.

La Figura 24 muestra el valor medio de los niveles de NT-proBNP en

suero y orina a lo largo de todo el estudio. Los niveles en orina fueron mas

bajos que los séricos (p<0,0001). Se encontraron cambios en los valores en

orina, pero no en los niveles de NT-proBNP séricos.
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Figura 24. Logaritmo de los niveles séricos de NT-proBNP (azul) y en
orina (rojo) durante 24 meses. Las medidas representan la media basal (1),
en fase I: 12 meses, (2), y fase II: 24 meses (3). NT-proBNP: fragmento
amino-terminal de proBNP. ** p<0,01 respecto a la media basal.

La Figura 25 ilustra los graficos Bland-Altman para analizar la
concordancia de los niveles de NT-proBNP en suero en cada uno de los
intervalos analizados (A: fase I — basal; B: fase II — fase I; y C: fase 11 — basal).
En el intervalo A, 70 pacientes (94,6%) cayeron dentro del rango marcado por
1,96 veces la DS de la media. La media del porcentaje de cambio de la
concordancia de los niveles del péptido natriurético fue —0,40 + 11,4, con un
coeficiente de reproducibilidad (CR) de 22,4%. En el intervalo B, 69 pacientes
(93,2%) cayeron dentro del rango de 1,96 la DS con una media del porcentaje
de cambio de —0,31 + 10,7 y un CR de 21%. Finalmente, en el intervalo C, 68
pacientes (91,9%) cayeron dentro de 1,96 la DS de la media, con un porcentaje
de cambio medio de —0,86 = 12,7 y un CR de 24,9%.

La Figura 26 muestra los cambios de NT-proBNP en orina en los
intervalos A, B y C. El porcentaje de pacientes dentro del rango 1,96 veces la

DS de la media fue ligeramente mayor que para los niveles séricos (94,6%, 96%
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Figura 25. Graficos Bland-
Altman que muestran el grado de
concordancia entre el porcentaje
de cambio del logaritmo de NT-
proBNP en suero frente a la
media del logaritmo de NT-
proBNP en suero a nivel basal +
estadio I (dibujo A), estadio I +
estadio IT (dibujo B), y basal +
estadio II (dibujo C). La linea
solida representa la media del
porcentaje de cambio. Las lineas
punteadas definen los limites de
concordancia (media del
porcentaje de cambio x 1,96 DS).
DS: desviaciéon estandar; Estadio
I: seguimiento 12 meses; Estadio
II: seguimiento 24 meses; NT-
proBNP:  fragmento  amino-
terminal del péptido natriurético
tipo B.

155



&

RESULTADOS
A) % log NT-proBNP (fase I — basal) = 2,52 * 3,61 Figura 26. Graficos Bland-
¢ NT-p g
20F Altman que muestran el grado de
« F concordancia entre el porcentaje
c 151 . .
5 F de cambio del logaritmo de NT-
o - .
g 10— . . 231 proBNP en orina frente a la
[ . :' H 3 . "| media del logaritmo de NT-
z r . .
E T i Mezag ptoBNP en otina a nivel basal +
- - L g . .
g % L. fase I (dibujo A), fase I + fase II
F - -1.96 S| . .
§ of—= - =222 | (dibujo B), y basal + fase II
3z . (dibujo C). Ta linea sélida
£ -lof .
8 representa  la  media  del
€ -I5p potcentaje de cambio. Las lineas
2Ry ity 1| punteadas definen los limites de
18 19 20 21 22 23 24 concordancia (media del
Media (Basal + I) log NT-proBNP orina (pg/mL) porcentaie dC cambio x 1,96 DS)
DS: desviaciéon estandar; Fase I:
B seguimiento 12 meses; Fase II:
0 lo -pro ase I —II) = -0,55 % 3, ..
) % log NT-proBNP (fase I - II) = -0,55 + 3 49
seguimiento 24 meses; NT-
20F proBNP:  fragmento  amino-
< F terminal del péptido natriurético
£ 15F .
5 tipo B.
Z 10F -
s +1.96 SD
£ sp . - " ] 6.4
2 F - - -
° of- 1"5 E_. - Mean
(g\, E L] » - 05
s °F . " - -1.96 SD
g aof L] 75
g f
g -sp .
] I T I B R B
1.8 1.9 2,0 2,1 2,2 23 24
Media (I + Il) log NT-proBNP orina (pg/mL)
C) % log NT-proBNP (fase IT — basal) = 2,18 + 4,78
20
L}
g 15
5 - - +1.96 SD
g .
Z 10F u . 11,7
o [
> m pmm "
% SE"a -f _E. ] Mean
s o %" i."-"- - 2,2
B8 . L]
% [T L
3 S . a"n -1.96 SD
2 u -73
g -10 ’
g 15
200 v )
1, 1,9 2,0 21 2,2 2,3 2,4

Media (Basal + II) log NT-proBNP orina (pg/mL)

156



& RESULTADOS

94,6%, respectivamente). Ademas, los valores medios de porcentaje de cambio
fueron intervalo A: 2,52 £ 3,61 con un CR de 7,1%; intervalo B: -0,55 £ 3,49
con un CR de 6,8%; e intervalo C: 2,18 £ 4,78 con un CR de 9,4%. Tanto para

los niveles de NT-proBNP en suero y orina, los graficos Bland-Altman no
mostraron una distribuciéon sesgada. De esta manera, se establece una alta
reproducibilidad dentro de las diferentes medidas, sin sesgo analitico, en
nuestro grupo de pacientes diagnosticados de IC clinica y funcionalmente
estables. Esta reproducibilidad fue mejor en las muestras de NT-proBNP en
orina que en suero, al tener unos coeficientes de reproducibilidad mas bajos
(CR = 1,96 x DS). También, se calculé la correlacion entre los valores de
NT-proBNP en orina y suero en las 3 fases (Fig. 27), obteniendo significacion
estadistica (p<<0,001).
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Figura 27. Correlacion entre niveles de NT-proBNP en suero y orina a nivel basal (A), fase I:
12 meses (B) y fase II. 24 meses (C). NT-proBNP: fragmento amino-terminal péptido
natriurético tipo-B.
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Por ultimo, cuando se analizé la correlacion entre las distintas medidas
de NT-proBNP, también se encontré una correlacion estadisticamente
significativa para el suero (p<0,001) y para la orina (p<<0,001) (Fig. 28). Sin
embargo, se obtuvo ligeramente un mayor coeficiente de correlacion en las
muestras séricas que urinarias de NT-proBNP: basal vs. fase I (+r=0,773 y
r=0,522), y fase I vs. fase II (r=0,771 y r=0,604), respectivamente (Fig. 28).
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Figura 28. Correlacion entre los niveles de NT-proBNP en suero y orina, en las fases basal y estadio I
(A 'y B), y entre el fase I y fase II (C y D). Fase I: 12 meses; Fase II: 24 meses; NT-proBNP: fragmento
amino-terminal del péptido natriurético tipo B.
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9. NIVELES TISULARES DE PEPTIDOS NATRIURETICOS
EN CORAZONES HUMANOS CON INSUFICIENCIA
CARDIACA

Se analizaron 44 muestras de ventriculo izquierdo de pacientes
sometidos a transplante cardiaco diagnosticados con insuficiencia cardiaca (IC)
y de 5 sujetos sanos (donantes). L.a mayoria de los pacientes fueron varones
(98%) con una edad media de 51 + 9 afios, con clase funcional NYHA de
indice medio III - IV y diagnosticados previamente algunos de ellos con
diabetes mellitus (34%), hipertensiéon (39%) y obesidad (25%). La tabla que
muestra las caracteristicas clinicas de estos pacientes segin la etiologia de la
insuficiencia cardiaca se muestra en el apartado de material y métodos de esta
tesis, seccion biologia molecular. El grupo de pacientes con miocardiopatia
isquémica (MCI, n=28) mostré un aumento en la edad (p<0,001), prevalencia
de diabetes (p<0,0001), y un descenso en los diametros telesistolico y
telediastolico del ventriculo izquierdo (p<<0,0001) al comparatlos con el grupo
de pacientes dilatados (MCD, n=106). Se encontraron también diferencias
significativas para la masa del ventriculo izquierdo como un aumento en el
grupo de sujetos con MCD (p<0,05).

Las formas inmunoreactivas de PN en corazones humanos con IC se
determinaron mediante su analisis por Western-blot. Los niveles de proBNP
estuvieron 1,5 veces mas aumentados que los de BNP y 15,4 veces mas que
NT-proBNP, en nuestro grupo de pacientes con IC (p<0,0001); mientras que
BNP estuvo 10,6 veces mas elevado que NT-proBNP (p<0,0001) en el mismo
grupo de pacientes (Fig. 29). Ademas, en cada grupo etiolégico, la expresion de
proBNP fue de mayor intensidad: en los corazones con MCI, los niveles de
proBNP fueron 1,5 y 13,3 veces mas elevados que BNP y NT-proBNP,
respectivamente. En la MCD, la expresiéon de proBNP aumenté 1,7 y 12,2
veces con respecto a BNP y NT-proBNP, respectivamente; y por dltimo, en el
grupo control (CNT) los niveles de proBNP fueron mas altos que BNP (1,7
veces) y NT-proBNP (15,9 veces) a nivel tisular.
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Figura 29. Analisis mediante Western-blot de péptidos natriuréticos en
corazones humanos. Expresion de péptidos natriuréticos en tejido cardiaco con
anti-human Ig G contra proBNP y BNP (Acl), y anti-human Ig G contra
proBNP y NT-proBNP (Ac2) (arriba figura). Normalizaciéon de los resultados de
expresion de péptidos natriuréticos obtenidos mediante Western-blot en tejido
cardiaco usando los anticuerpos Acl y Ac2, donde se observa una mayor
expresion de proBNP que BNP o NT-proBNP. Los datos se expresan en
unidades arbritarias (ua) y representan la media = ESM de 4 experimentos
independientes. NT-proBNP vs. BNP y proBNP (*p<0,0001); BNP vs. proBNP
(#p<0,0001).

Estos resultados muestran que el nivel proteico de proBNP esta
aumentado en corazones con miocardiopatia isquémica y dilatada. Para analizar
si este aumento en las muestras patolégicas esta presente a nivel
transcripcional, se cuantificaron los niveles de ARNm de proBNP mediante
PCR cuantitativa en tiempo real. Como indica la Figura 30 existe un aumento
significativo en la expresion de ARNm de este péptido en la MCI (4,49 £ 1,11
veces) y en la MCD (4,26 £ 0,82 veces) comparandola con la expresion en

corazones control (p<0,05).
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Figure 30. Expresion transcripcional de proBNP en corazones humanos. E1 ARN fue
extraido de corazones con miocardiopatia isquémica (MCI) y dilatada (MCD) y sujetos
donantes como grupo control (CNT) sometidos a PCR cuantitativa en tiempo real. Los
valores de los controles se establecieron en 1, y la expresién relativa de ARNm
representan las veces que estin aumentado su expresion respecto al CNT. Cada columna
representa la media £ ESM de cuatro experimentos independientes. (*p<<0,05 vs. CNT).

La Figura 31 muestra las correlaciones existentes entre los niveles de
proBNP, BNP, y NT-proBNP en las 49 muestras incluidas en este estudio. Los
niveles tisulares de proBNP se correlacionaron bien con BNP (r=0,74;
p<0,0001) y NT-proBNP (+r=0,53; p<0,0001). También encontramos una
buena correlacion entre los niveles de BNP y NT-proBNP en tejido cardiaco
(t=0,71; p<0,0001). Sin embargo, no se encontraron correlaciones
significativas entre los niveles proteicos de proBNP, BNP o NT-proBNP con
la expresion de ARNm de proBNP.

Cuando analizamos la asociacion de PN seguin la etiologfa de la IC y en
el grupo CNT, obtuvimos correlaciones altamente significativas (Tabla 18).
Ademas, la correlacion de proBNP en tejido con BNP fue mayor que con NT-
proBNP en el grupo de MCI, MCD y CNT. Finalmente, los coeficientes de
correlacion entre los péptidos natriuréticos fueron ligeramente mayores en el
grupo de pacientes con MCD al comparatlos con el grupo con MCI, excepto

para la correlacion entre proBNP y BNP (r=0,60 vs. r=0,72).
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Figura 31. Correlacién
entre los niveles de
proBNP, BNP y NT-
proBNP en muestras de
ventriculo izquierdo de 49
pacientes  diagnosticados
con insuficiencia cardiaca
sometidos a transplante
cardiaco.
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Tabla 18. Correlaciones entre los niveles de péptidos natriuréticos calculados en
corazones humanos con insuficiencia cardiaca y también en grupo control.

CNT (n=5) MCI (n=28) MCD (n=16) PAC (n=44)

proBNP vs. BNP r=0,99 r=0,72 +=0,60 r=0,78
(p<0,001) (p<0,0001) (p=0,015) (p<0,0001)

proBNP vs. NT-proBNP =0,90 r=0,43 1=0,58 r=0,51
(p=0,037) (p=0,032) (p=0,03) (p<0,001)

BNP vs. NT-proBNP r=0,90 r=0,58 r=0,84 r=0,71

(p=0,037)  (p=0,003) (p<0,0001)  (p<0,0001)

BNP: péptido mnatriurético tipo B; CNT: control; MCD: miocardiopatia dilatada; MCI:
miocardiopatia isquémica; NT-proBNP: fragmento N-terminal de BNP; PAC: pacientes.

Por otro lado, determinamos los niveles de NT-proBNP en suero en 16
de los pacientes sometidos a transplante cardiaco y analizamos las relaciones
con los niveles titulares de las tres formas de PN. Se obtuvo que la
concentracion sérica de NT-proBNP se correlacioné con la niveles tisulares de
proBNP (r=0,23), BNP (r=0,41) y NT-proBNP (r=0,55, p<0,05).

Los niveles de proBNP, BNP y NT-proBNP no se correlacionaron con
la edad, en tejido cardiaco. Tampoco se obtuvieron diferencias significativas en
los niveles de PN segun si los pacientes eran obesos o fumadores; sin embargo,
los corazones de pacientes diabéticos e hipertensos mostraron un aumento en
la expresion de PN. No se analiz6 la influencia del género, porque el 98% de
nuestros pacientes eran varones. Se realizé una regresion lineal maltiple para
analizar la influencia de diferentes parametros ecocardiograficos y factores de
riesgo cardiovascular sobre los niveles de PN (Tabla 19). El mejor modelo que
se asoci6 con los niveles tisulares de proBNP incluy6 la clase funcional NYHA
(p=0,000), diabetes (p=0,030) y diametro telediastélico (p=0,018) (hipertension
mostré una fuerte tendencia estadistica, p=0,067), con una r* de 0,64. Para los
niveles de BNP, fueron factores: diabetes (p=0,030) y clase funcional NYHA
(p=0,015), con una r*de 0,52. El mismo modelo asociado con la expresién de

NT-proBNP no incluy6 ninguna de estas covariables.

Por dltimo, cuando comparamos los niveles de PN entre pacientes con

IC y corazones CNT, obtuvimos que los niveles de proBNP y NT-proBNP
fueron mas altos en el conjunto de muestras patologicas (111 £ 16 vs. 100 £ 5

ua, p=0,006; 124 % 44 vs. 100 % 12 ua, p=0,011) (Fig. 32);
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Tabla 19. Regresion lineal maltiple para la detecciéon de factores que influyen sobre los
niveles tisulares de péptidos natriuréticos en corazones con insuficiencia cardiaca.

Coeficientes no estandarizados

Variable Beta ES P valor
Modelo para proBNP:
Edad 0,034 0,340 0,922
Clase funcional NYHA 29,859 9,127 0,006
Diabetes 18,447 7,651 0,030
Hipertension 14,962 7,550 0,067
Obesidad -3,724 13,162 0,781
DTS -0,982 0,557 0,100
DTD 1,740 0,653 0,018
Modelo para BNP:
Edad 0,683 1,675 0,690
Clase funcional NYHA 124,420 44,935 0,015
Diabetes 87,596 37,666 0,036
Hipertension 62,406 37,168 0,115
Obesidad 1,824 64,801 0,978
DTS 0,981 2,744 0,726
DTD 0,004 3,214 0,999
Modelo para NT-proBNP:
Edad 0,467 1,084 0,673
Clase funcional NYHA 57,310 33,760 0,113
Diabetes 29,511 25,087 0,261
Hipertension 19,463 26,426 0,474
Obesidad 5,120 41,912 0,905
DTS 0,371 1,764 0,837
DTD 0,235 2,087 0,912

BNP: péptido natriurético tipo B; DTDVI: didmetro telediastdlico del ventriculo izquierdo;
DTSVI: diametro telesistélico del ventriculo izquierdo; NYHA: New York Heart Association.

la expresion de BNP también estuvo aumentada, pero no se alcanzé diferencia
estadistica (128 = 64 vs. 100 + 29 ua, p=0,109). Al comparar la cantidad de PN
en tejido segun la etiologia de IC, obtuvimos que corazones con MCI tenian
aumentados los niveles proteicos de proBNP (133 = 44 vs. 100 £ 12 ua,
p=0,002), BNP (146 £ 68 vs. 100 * 29 ua, p=0,024), y NT-proBNP (133 + 44
vs. 100 * 12 ua, p=0,002) respecto al grupo CNT a nivel tisular. Sin embargo,
los corazones con MCD no mostraron diferencias significativas en los valores
de PN al compararlos con corazones sanos. Ademas, sélo los niveles de BNP
en el grupo de pacientes diagnosticados con MCI estaban aumentados (46%,

p=0,008) respecto al grupo de corazones con MCD.
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Figura 32. Influencia de la
etiologfa de la insuficiencia
cardiaca sobre la expresion de
péptidos natriuréticos. Niveles de
proBNP, BNP y NT-proBNP en
28 corazones con miocardiopatia
isquémica (MCI), en 16 con
miocardiopatia dilatada (MCD) y
5 muestras control (CNT).
*p<0.05, **p<0.01 comparado
con CNT; #p<0.01 comparado
con MCD. Las cajas representa la
mediana (barra horizontal), el
rango  intercuartilico  (limite
superior e inferior de las cajas), y
el percentil 5 y 95 (barras de
error).
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V. DISCUSION

“Ha quedado enteramente confirmado por la ragon y por medio de
experimentos, gue el pulso de los ventriculos obliga a la sangre a atravesar
los pulmones y el corazon y la empuja y la lanza por todo el cuerpo. Que
lnego se insindia por las venas y por las porosidades de la carne, y por las
propias venas refluye de todos los puntos de la circunferencia hacia el centro,
de las venas mds delgadas a las mayores y de éstas a la vena cava, hasta
Uegar finalmente a la anricula derecha del corazon. También que tanta es su
cantidad y tanto su flujo de aqui para alld por las arterias y de alld para acd
regresando por las venas, que no es posible que se derive de los alimentos,
pues sobrepasa en abundancia a los ingeridos y a los que pudieran ser
requeridos para la nutricion.”

Descripcion de la circnlacion mayor

“Exercitatio Anatomica de Motn Cordis et Sanguinis in Animalibus”
(Ensayo anatimico sobre el movimiento del corazon y la sangre en los animales)
(1628)

William Harvey (1578 - 1657)
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La insuficiencia cardiaca (IC) esta caracterizada por una marcada
activacion fisiolégica de distintos sistemas de neurohormonas que circulan por
el torrente sanguineo. De hecho, esta activacion se relaciona con la capacidad

funcional, el grado de disfuncién ventricular y también con la mortalidad.

El miocardio sintetiza una familia de péptidos, con propiedades
natriuréticas, vasodilatadoras y antimitogénicas, en respuesta a la sobrecarga de
volumen y presion que produce un estrés sobre su pared, auricular y
ventricular. Estos péptidos denominados natriuréticos, estructuralmente
similares, pero gendémicamente distintos (un gen diferente codifica la
prohormona precursora de cada uno de ellos), contribuye a la homeostasis
cardiovascular y al control de la tension arterial. De esta forma, los niveles
circulantes de éstos aumentan tanto en pacientes con hipertrofia ventricular
izquierda, hipertension arterial y pulmonar, disfuncién ventricular sistdlica o
diastolica, infarto agudo de miocardio o IC, lo que les otorga un importante
papel en la patofisiologia de estas enfermedades. En este contexto, las
concentraciones plasmaticas de algunos péptidos natriuréticos (BNP y NT-
proBNP) pueden ayudar en la estratificacion funcional de pacientes con IC, y
en el proceso de diagnéstico y pronodstico de la disfuncion ventricular e IC,
pues actian como factores independientes para establecer el riesgo
cardiovascular. En concreto, BNP se sintetiza como una prohormona
(proBNP) que se escinde dando lugar a la hormona biolbégicamente activa
(BNP) y a un fragmento N-terminal (NT-proBNP).

1. RELACION DE LOS NIVELES SERICOS DE NT-
proBNP CON PARAMETROS DE FUNCION VENTRICULAR
EN PACIENTES CON INSUFICIENCIA CARDIACA

1.1. FUNCION DIASTOLICA VENTRICULAR. VELOCIDAD MAXIMA

DE RELAJACION DEL VENTRICULO IZQUIERDO Y CONCENTRACION
DE NT-proBNP EN SUERO

En afios recientes la utilizaciéon de la ecocardiografia y el estudio
Doppler para el analisis de la funcién sistolica y diastolica ha ido en aumento.
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La funcién diastolica se establece mediante el patrén de la velocidad de llenado
mitral, y el indice més utilizado para definitla es el cociente E/A; sin embatgo,
este indice tiene limitaciones tales como amplios rangos para sujetos sanos
dependiendo de la edad, y una distribucion tipica en “forma de U”, que incluye
desde un patréon normal de relajacién a uno pseudonormal o “retrasado” en
pacientes con insuficiencia cardiaca (IC) y presion auricular izquierda elevada
(Garcia et al, 1998). En consecuencia, existe la necesidad de establecer un
nuevo indice ecocardiografico mas accesible y que interprete mejor la funciéon

diastdlica.

La velocidad maxima de relajacion (RVm) es conceptualmente un
parametro sencillo, que se define como la velocidad maxima del
desplazamiento del plano auriculo-ventricular o anillo mitral hacia la base del
corazon durante la fase de llenado temprano (Bojo et af, 1998). En nuestro
estudio se determind, mediante registro eco-Doppler en modo M, la RVm que
se obtiene facilmente en la mayorfa de los pacientes y no es dependiente de la
funcién mecanica de la auricula izquierda. En contraste, el cociente E/A es
dependiente de la funcién sistélica de la auricula izquierda, del gradiente de
presion transmitral y de las propiedades diastdlicas del ventriculo izquierdo
durante la fase de llenado temprano y fase auricular. Estudios previos que
incluyeron pacientes con infarto agudo de miocardio, sin hipertension,
mostraron que el cociente E/A tenfa un solapamiento considerable con sujetos
sanos, mientras este aspecto es menor para la RVm (Boj6 ez al., 1998, Bojo ef
al., 2000). Otros parametros diastélicos tienen limitaciones similares: asi, el
tiempo de deceleraciéon (TD) sigue un comportamiento no lineal cuando la
funcién diastolica se deteriora, y desciende en pacientes con patron restrictivo
y la velocidad de propagaciéon del flujo mitral (Vp), que aunque es
relativamente independiente de la precarga y lineal al grado de disfuncién
diastdlica, se basa en el llenado mitral y por ello, no mide directamente la
dindmica del miocardio ventricular (Thomas ez a/, 1991). Por otro lado, el
Doppler tisular desarrollado recientemente, puede grabar velocidades del
miocardio, pero desgraciadamente su aplicabilidad no esta disponible en todos
los hospitales (Sohn ¢ al, 1997, Bojo et al., 1998).

Teniendo en cuenta las limitaciones mencionadas en el parrafo anterior

sobre los distintos parametros diastélicos, en este estudio hemos usado
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grabaciones en modo M del anillo mitral como un indice de la funcién

diastdlica; v asi hemos medido la velocidad maxima ascendente durante la
y

didstole temprana como una expresion de la velocidad maxima de relajacion

(RVm) del ventriculo izquierdo.

El calculo de los coeficientes de correlacion de Pearson en los pacientes
con insuficiencia cardiaca (IC) y una fraccion de eyeccion (FE) >40% muestran
una correlacion directa y significativa entre la RVm, el DPAV, Vp y el cociente
E/A; ademis, correlacion inversa con la edad, y los niveles séricos de NT-
proBNP. En el grupo de pacientes con IC y una FE <40%, la RVm mostré una
correlaciéon directa con el DPAV y la FE, con una correlacién inversa
significativa con los niveles de NT-proBNP. Estos hallazgos indican que la
RVm se correlacioné mejor con los distintos parametros de funcion (DPAV,
RVm, Vp y E/A) y con los niveles de NT-proBNP en pacientes con FE
>40%, aunque mostré una buena correlacion con la concentracion del péptido
en ambos grupos de pacientes (FE >40% y FE <£40%). El mejor coeficiente de
correlaciéon obtenido entre RVm y parametros de funciéon fue de 0,589,
indicando que RVm no podtia ser empleada como unico indice de medida de
la funcién cardiaca en pacientes con IC. Sin embargo, la buena correlacion
obtenida entre RVm y los niveles de NT-proBNP en suero apoyan la

realizacion de futuros estudios.

Para investigar como distintas variables (edad, indice de masa corporal,
otros parametros sistolicos y diastolicos, y la medicacién) influyen sobre la
relacion entre la RVm y NT-proBNP, se realiz6 una regresion multiple la cual
mostré que la FE influfa mas que el cociente E/A en la relacién entre NT-
proBNP y RVm. Esta asociaciéon también estuvo influenciada por la edad, en
concordancia con estudios previos donde se observé que el patrén de
contraccion del ventriculo izquierdo cambiaba con la edad en sujetos sanos
(Nilsson et al., 2002). Cuando se incluyeron dentro del analisis las variables Vp,
TD, IMC y medicacion, no aportaron poder adicional al modelo, en el cual los
niveles de NT-proBNP eran la variable dependiente. Cuando se realiz6 la
regresion multiple en el grupo de pacientes con FE >40% para analizar como

las variables mencionadas anteriormente podian influir en la relacién entre N'T-

170



T
i ﬁ)\. DISCUSION

proBNP y RVm, obtuvimos que sélo la edad aportaba informacién adicional al

modelo.

Por otro lado, se analizé los valores de RVm segin la gravedad de la
IC, para ver si este parametro diastélico pudiese estar relacionado con el estado
funcional de los pacientes incluidos en este proyecto. Se obtuvo un descenso
significativo en las cifras de RVm en los pacientes con clase funcional NYHA
II'y NYHA III en comparacién con el grupo en NYHA 1.

En resumen, los hallazgos encontrados en este estudio apoyarian
nuestra hipotesis de que la velocidad de relajacion maxima del ventriculo
izquierdo (RVm), parametro diastdlico, esta relacionada con los niveles séricos

de NT-proBNP y con el estado funcional de la insuficiencia cardiaca.

1.2. FUNCION VENTRICULAR. VALORES DE LAS AREAS
TELEDIASTOLICA Y TELESISTOLICA DEL VENTRICULO IZQUIERDO Y
CONCENTRACION DE NT-PROBNP EN SUERO

Una determinacion precisa del volumen del ventriculo izquierdo es
importante en el manejo clinico de pacientes con enfermedad cardiaca. La
ecocardiografia es un buen método para estas determinaciones ya que es no
invasiva, es transportable y permite un seguimiento de los pacientes. Los
métodos ecocardiograficos bidimensionales requieren de la adquisiciéon de
imagenes del corazéon mediante planos estandarizados. El volumen del
ventriculo izquierdo y la fracciéon de eyeccion (FE) se calculan asumiendo que
la forma del ventriculo esta representada como figuras geométricas individuales
(método area/longitud) o mediante su combinacién (método de Simpson)
(Schiller ez al, 1989); aunque estas asunciones geométricas podrian no ser
correctas en ventriculos distorsionados. Sin embargo, la ecocardiografia
tridimensional permite la cuantificaciéon del volumen ventricular sin algoritmos
ecocardiograficos (Siu ez al, 1993, Sugeng ¢f al., 2003), pero su aplicabilidad no
esta ampliamente difundida. Puesto que algunos de los algoritmos establecidos
para el céalculo de los volimenes ventriculares mediante ecocardiografia
bidimensional podrian ser inadecuados, ya que los ventriculos desarrollan
formas asimétricas, sobretodo en pacientes con enfermedades cardiacas, las
areas del ventriculo medidas mediante planimetria podrian ser una forma facil y
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accesible que reflejase los cambios en el tamafio y funcién del ventriculo

izquierdo.

Por otro lado, la concentraciéon de NT-proBNP es un potente
marcador de las dimensiones del ventriculo izquierdo y de la funcién sistélica
en pacientes con insuficiencia cardiaca, discriminando bien entre sujetos sanos
y sujetos con disfuncion sistélica o con aumento del volumen del ventriculo
izquierdo (Groenning ef al, 2002, Rivera ez al, 2003b, Hildebrandt ez al., 2004).
En este contexto hemos observado que las dreas del ventriculo izquierdo
reflejan los niveles séricos de NT-proBNP en pacientes, al mostrar una buena
correlacion. De hecho, la concentracion de NT-proBNP estuvo correlacionada
significativamente con las areas telediastolica y telesistolica del ventriculo
izquierdo, y con la fraccion de cambio del area del VI (FCA). Estas
correlaciones mejoraron cuando se consideré la superficie corporal de los
pacientes, obteniéndose los indices de las areas telediastdlica (IATD) y
telesistolica (IATS).

Para investigar como las areas ventriculares y sus indices derivados
(normalizadas por la superficie corporal del paciente), la edad, el género, la
velocidad de propagacion del flujo transmitral (Vp) y el indice de masa
corporal (IMC), influyen sobre los niveles de NT-proBNP en suero en la
insuficiencia cardiaca (IC), se realiz6 una regresion lineal multiple. El mejor
modelo mostré a las variables FCA e IATS como factores que influyen sobre

los niveles séricos de NT-proBNP, tras el ajuste estadistico por edad e IMC.

Con relacion a las correlaciones entre las areas y sus indices derivados,
con la concentracion de NT-proBNP en pacientes con miocardiopatia
isquémica, sélo mostraron una correlacion significativa con el péptido, IATS y
FCA. En la miocardiopatia dilatada los niveles de NT-proBNP se
correlacionaron con ambas areas, sus indices derivados y la fraccion de cambio.
Estos hallazgos indican que el origen para la elevacion de los niveles del
biomarcador, objetivo de este proyecto de tesis doctoral, en la miocardiopatia
isquémica es mas compleja que en la etiologia dilatada, y que otros factores a
parte del area del ventriculo y sus volimenes, estin implicados en esta

patologia, en la produccién de NT-proBNP.
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Ha sido considerado que después de un infarto de miocardio, la
producciéon de péptidos natriuréticos esta regulada, en gran parte, por los
mecanismos locales que suceden alrededor de la zona infartada (Sumida ez 4/,
1995). De esta manera, a pesar de que los valores del area ventricular y sus
indices derivados son similares en nuestros pacientes, no es raro que su
correlacion con NT-proBNP no sea mas fuerte en este grupo de pacientes que
en los de miocardiopatia dilatada. Estudios previos han demostrado el papel de
este péptido natriurético durante un sindrome coronario agudo (Omland 7 a/,
2002, Jernberg et al., 2002). La elevaciéon de los niveles séricos de NT-proBNP
en pacientes con miocardiopatia isquémica esta relacionada con la
patofisiologfa de la enfermedad coronaria. Asi, los valores medios mas elevados
y la mayor variabilidad de la concentracion de NT-proBNP descrita en
pacientes con infarto agudo de miocardio previo, al compararlos con otros
grupos diagnoéstico, podria estar relacionado con el tamano del infarto y
localizaciones diferentes, con el remodelado ventricular que sigue al infarto o
con episodios recurrentes de isquemia (Seino ez al, 2004). También en este
estudio se ha tenido en cuenta que un patrén de llenado restrictivo de la
velocidad de flujo transmitral esta asociado con mayores niveles de NT-
proBNP, independientemente del aumento de los volimenes del ventriculo
izquierdo (Yu et al, 1996, Rivera et al., 2003); esta situacion interferiria con la
relacién lineal entre NT-proBNP y las areas ventriculares. Sin embargo, el
patrtén  de llenado restrictivo es mas frecuente entre pacientes con
miocardiopatia hipertensiva (Bounhoure e a/, 2002), y en nuestra poblacion

solo el 13% de los pacientes tenfan este diagnostico.

En tesumen, los resultados obtenidos mediante el andlisis de las areas
ventriculares son similares a los calculados previamente con los volumenes.
Por otro lado, la determinacion de las areas, obtenidas directamente mediante
planimetria en ecocardiografia bidimensional, mejora la precision vy
reproducibilidad respecto al calculo de los volimenes mediante asunciones
geométricas; y, en consecuencia, la correlacion con los péptidos natriuréticos es
mas reproducible. Ademas, cuando consideramos los dos grupos etiologicos
mas representativos en nuestros pacientes (miocardiopatia isquémica y

dilatada), se encontré que la correlacion de los niveles en suero de NT-
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proBNP con las areas ventriculares e indices derivados, fue mayor en el grupo

de pacientes con insuficiencia cardiaca de origen dilatado.

2. RELACION DE LOS NIVELES SERICOS DE NT-
proBNP CON BIG ENDOTELINA-1 Y ALDOSTERONA EN
LA INSUFICIENCIA CARDIACA

Aunque existen trabajos que relacionan los valores de endotelina-1 con
los péptidos natriuréticos y con la funcién ventricular en pacientes con
insuficiencia cardiaca (IC) (Kinugawa ez al, 2003, Ry et al, 2001), en este
proyecto de tesis hemos decidido estudiar los valores de /g endotelina-1
porque podrian reflejar mejor las acciones (vasoconstriccion, proliferacion

celular ...) que desarrolla el complejo big ET-1/ET-1.

Esta demostrado que b7g ET-1 tiene una vida media mayor que ET-1y
un aclaramiento mas lento; la elevacion en plasma de ET-1 en pacientes con 1C
se debe fundamentalmente a una elevacion de las concentraciones de big ET-1,
ya que ET-1, como todo péptido con alta actividad bioldgica, se aclara
rapidamente y su accion paracrina no se refleja en su concentraciéon sanguinea
(Wet ez al., 1994). ET-1 es un potente estimulador de la sintesis y liberacién de
péptidos natriuréticos en los tejidos cardiacos (Winquist ez a/, 1989, Thibault ez
al., 1994). Ademas, se ha sugerido que parte de la accién vasodilatadora de
estos péptidos podria ser debida a una reduccion en la produccion basal de
ET-1 (Levin 1995, Saijjonmaa ez al., 1990) y se ha hipotetizado la presencia de
un mecanismo de feedback entre ellos que contribuye a la regulaciéon del tono
vascular (Kohno 7 al., 1992, Kohno ¢# al., 1991).

Puesto que la sintesis de la ET-1 esta estrechamente relacionada con los
niveles de la big ET-1 (Wei et al, 1994), deberia plasmarse este efecto de
inhibicién al correlacionar los valores de este precursor con los valores del NT-
proBNP. Sin embargo, hemos obtenido un grado de correlacién positivo
significativo entre big ET-1 y el péptido natriurético tanto en pacientes con
miocardiopatia dilatada como isquémica, lo que es consistente con estudios

previos donde se correlaciona los niveles de ANP con los de big ET-1 (Pacher
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et al, 1993, Pacher et al, 1996). Estos resultados ponen de manifiesto la
importancia de los cambios presion-volumen en los que estan implicados
ambos sistemas, y aunque las dos moléculas producen efectos opuestos sobre
algunas variables hemodinamicas, los valores de NT-proBNP y big ET-1 son
marcadores pronostico en pacientes con IC (Pacher ez al, 1996, Masson et al.,
2006a, Masson et al., 2006b).

Por otro lado, hemos observado una falta de relacién inversa entre los
niveles de NT-proBNP séricos y aldosterona, a pesar de que estudios previos
muestren una reducciéon de la actividad del sistema renina-angiotensina-
aldosterona por el efecto de los péptidos natriuréticos (Levin ef al, 1998),
pudiendo ser debido a una pérdida de los mecanismos de regulacion
tisiologicos en la insuficiencia cardiaca, como también muestran otros autores
(Gosling ez al., 2005).

3. INFLUENCIA DE LA OBESIDAD SOBRE LOS
NIVELES SERICOS DE NT-proBNP EN PACIENTES CON
INSUFICIENCIA CARDIACA

La insuficiencia cardiaca (IC) es una causa importante de morbididad y
mortalidad en la poblaciéon de los paises desarrollados, y la obesidad es un

factor de alto riesgo para desarrollar insuficiencia cardiaca (Eckel 1997).

Los niveles de BNP en suero estan influenciados por género y edad
(Wang e al, 2002, Redfield et al, 2002), y recientemente, se ha demostrado
también que la obesidad esta asociada con un descenso significativo de los
niveles de BNP en pacientes diagnosticados de IC, indicando una menor
respuesta en obesos (Mehra e al, 2004). Wang y colaboradores (2004) han
mostrado que los sujetos obesos sin IC del estudio poblacional “Framingham
Heart Study” tuvieron niveles séricos de BNP y NT-proANP mas bajos que los

sujetos no obesos.

Un aspecto novedoso de nuestro proyecto de tesis doctoral es la

determinacién y analisis de los niveles de NT-proBNP plasmaticos en sujetos
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obesos diagnosticados con IC, donde hemos encontrado que los niveles de
NT-proBNP estan disminuidos significativamente en los pacientes obesos
(63% respecto al grupo “no obesos”). Ademas, la obesidad es un factor
pronostico independiente de los niveles de NT-proBNP, estando asociada con
un 17% de descenso de los niveles de esta molécula en obesos con IC. Estos
hallazgos se encontraron tanto en pacientes con miocardiopatia dilatada como
con miocardiopatia isquémica; ambos grupos, cuando son obesos, presentan

un 65% de descenso en la concentracion sérica de NT-proBNP.

Nuestros resultados han sido similares a los publicados por otros
autores en una muestra poblacional aleatoria del “Dallas Heart Study” (Das et al.,
2005), y han sugerido que la masa muscular esquelética podria ser la
responsable de la asociacion entre un alto indice de masa corporal (IMC) y baja
concentraciéon de BNP y NT-proBNP. El grupo de Bayés-Genis (2007) ha
obtenido en pacientes del estudio ICON (“International Collaborative of NT-
proBNP”), con o sin insuficiencia cardiaca aguda, que los obesos o con
sobrepeso tuvieron una menor concentracion de NT-proBNP en suero. Sin
embargo, la concentraciéon de este biomarcador mantuvo su capacidad

diagnoéstica y prondstica en todas las categorias de IMC.

El nexo de unién entre una baja concentracion de péptidos
natriuréticos (PN) y obesidad no esta totalmente aclarado. Existen diferentes
hipétesis que podrian explicar este hecho: (1) una mayor captacion de estas
moléculas por el tejido adiposo; (2) una menor sintesis y liberacion de
péptidos natriuréticos por los ventriculos cardiacos; y (3) una mayor
degradacién de estos péptidos que contribuyera a un aumento de su

aclaramiento. Veamos a continuacion con mayor detalle estos apartados:

1) Estudios previos sugieren que el aumento de la masa total del tejido
adiposo en los sujetos obesos podria influir sobre la actividad de los péptidos
natriuréticos, a través de una mayor expresion por las células adiposas del
receptor tipo C (RPN-C), biolégicamente inactivo, previniendo de esta manera
la unién de los biomarcadores a las formas activas de los receptores (RPN-A y
RPN-B) y aumentando su aclaramiento a nivel del tejido adiposo (Dessi-
Fulgheri ez al, 1998, Wang et al, 2004). Sin embargo, la relaciéon entre NT-
proBNP y NT-proANP con el IMC sugiere un mecanismo diferente, puesto
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que estos péptidos no son aclarados por los receptores activos especificos
(RPN-A y RPN-B) ni por el receptor de aclaramiento (RPN-C) (Vanderheyden
et al., 2004).

2) Recientemente, algunos autores han sugerido que la menor sintesis y
liberaciéon de PN desde los cardiomiocitos podria explicar la correlacion entre
un mayor IMC y una concentracién baja de PN (Das ez a/, 2005, Van
Kimmenade e¢7 a/, 2006). El hallazgo de unos niveles menores de NT-proBNP
en nuestro estudio apoyaria esta hipotesis, ya que este péptido, como ya hemos
dicho, no es aclarado por su unién a los receptores de aclaramiento (RPN-C)
(Vanderheyden ez al., 2004). Krauser y colaboradores (2005) también sugieren
que los individuos obesos tienen una disminucién en la liberaciéon de NT-
proBNP inducida por la obesidad. Asi, este hecho sostiene que el mismo
mecanismo podria ser aplicado a los niveles de BNP, porque ambos péptidos
son escindidos por la corina de la misma molécula precursora (proBNP)
(Vanderheyden ez al,, 2004). Ademas, una evidencia reciente es que los péptidos
natriuréticos promueven la lipolisis en humanos, mediado por la interaccién de
éstos con sus receptores activos (RPN-A y RPN-B) (Sengenes ez al, 2000,
Dessi-Fulgheri ez al., 2003); indicando que la disminucién de la concentracion
de PN podria conducir a una reduccién de la lipolisis, contribuyendo a un
estado de obesidad continuo. Por ultimo, el estudio ICON (Bayés-Genfs ez 4L,
2007) sugiere que unos niveles menores de NT-proBNP son debidos a una
menor liberacion desde los ventriculos, mientras que los valores de BNP estan

afectados por una menor liberacién y un mayor aclaramiento.

3) En el estudio “Dallas Heart Study” (Das et al., 2005) se ha postulado
que una sustancia producida por el tejido muscular suprime tanto la sintesis
como la liberacién de BNP y NT-proBNP desde los cardiomiocitos. Sin
embargo, Hunt y colaboradores (1997) y, también el grupo de Goetze (2000)
han mostrado que no ocurre aclaracion de NT-proBNP en los miembros
inferiores, los cuales contienen gran cantidad de masa muscular. Por ello, la
asociacion entre NT-proBNP y la masa muscular podria estar causada por
otros factores desconocidos en este momento. Un candidato podria ser las
hormonas esteroideas que influyen de manera coordinada sobre la sintesis de
PN y la composicién corporal; los andrégenos que promueven el desarrollo de

la masa muscular podrian suprimir la liberaciéon de PN, mientras que los
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estrogenos, los cuales estain asociados con menor masa muscular, podrian
aumentar los niveles de PN. Una hipdtesis menos factible serfa que la masa
muscular secretase una sustancia que condujese a una degradaciéon de BNP y

NT-proBNP contribuyendo directamente al aclaramiento de estos péptidos.

Por ultimo, el grupo de Schou y colaboradores (2007) establece una
nueva hipotesis donde los efectos del indice de masa corporal y la edad sobre la
concentraciéon de NT-proBNP en suero estarfan asociados con el filtrado
glomerular renal en pacientes con insuficiencia cardiaca. De esta forma, la
hiperfiltracién glomerular, mas que la obesidad por si sola, podria dar

concentraciones falsas de NT-proBNP en pacientes obesos con IC moderada.

Otros factores de riesgo cardiovascular, bien establecidos, son la
hipertension y la diabetes. Estudios previos muestran que la influencia de la
obesidad sobre los niveles de PN en suero es independiente de la influencia de
estos factores de riesgo en sujetos sanos (Wang ¢z a/, 2004). Circunstancia que
también ocurre en nuestra poblacién, donde ninguno de estos factores, ni la
medicaciéon empleada, influyen sobre la asociaciéon de la obesidad sobre los
niveles de NT-proBNP.

Estos hallazgos afectan a la utilizacion de los niveles séricos de NT-
proBNP como un factor diagnéstico en la insuficiencia cardiaca; sobretodo en
los pacientes obesos, un grupo de alto riesgo cardiovascular, donde a veces es
dificil establecer un diagnéstico mediante la exploracion fisica o la capacidad
funcional. El IMC deberia ser tenido en cuenta en los diagndsticos
poblacionales o en los servicios de urgencias a la hora de establecer puntos de
corte para BNP y NT-proBNP, y asi evitar un descenso en la sensibilidad de

este test.

En cuanto a la aparente paradoja respecto a la relacion entre la
obesidad y el prondstico cardiovascular, varios autores han encontrado una
correlacién inversa entre los indices de obesidad (IMC) y el prondstico clinico
en pacientes con IC (Anker ez al, 1997a, Anker et al, 1997b, Horwich ez al,
2001). Por ello, la caquexia y el adelgazamiento podrian ser considerados
predictores independientes de un aumento en la mortalidad en este sindrome.
Ademas, se ha sugerido que una disminuciéon de la activacion del sistema
neurohumoral podria ser un mecanismo de cardioproteccién, un ejemplo
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potencial serfa la menor concentracion de péptidos natriuréticos en suero en
los sujetos obesos. Sin embargo, existen otros estudios que muestran que
cuando en los analisis se introducen otras variables, por ejemplo la edad (Lavie
& Milani 2003, Bayés-Genis ¢ al, 2007), la asociacién entre estos indices y la
mortalidad se ve atenuada, por lo que la aparente paradoja representa una

asociaciéon que probablemente no es causal en la insuficiencia cardiaca.

Por ultimo, debido al efecto de la obesidad sobre los niveles séricos de
NT-proBNP se podria cuestionar el papel de este marcador como factor
prondstico en la insuficiencia cardiaca. E1 IMC tendrfa que ser tenido en cuenta
tanto al establecer puntos de corte como al utilizar porcentajes de cambio de
los niveles de NT-proBNP, al ingreso o después del tratamiento de una crisis
de IC. Ademas, deberia ser necesario organizar un seguimiento a largo plazo de
los pacientes obesos con IC para determinar el valor prondstico en este grupo

con alto riesgo de padecer enfermedad cardiovascular.

4. PAPEL DIAGNOSTICO DE LOS NIVELES
URINARIOS DE NT-proBNP: CARACTERIZACION Y
PRONOSTICO EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

Los péptidos natriuréticos son marcadores de la hipertrofia ventricular
izquierda, de la disfuncién ventricular y de la insuficiencia cardiaca (IC). Sin
embargo, estudios anteriores, a este proyecto de tesis doctoral, sobre la
presencia de péptidos natriuréticos en orina y su significado clinico son escasos
(Togashi et al., 1992, Heringlake ez al, 2004). Nuestro trabajo demuestra que: (1)
los niveles de NT-proBNP son detectables en la orina de pacientes con
insuficiencia cardiaca y en sujetos sanos; (2) son un factor diagnoéstico de la
insuficiencia cardiaca; y (3) son un factor prondstico para eventos

cardiovasculares.

Los niveles de NT-proBNP fueron mas elevados en suero que en orina
en el 94% de los pacientes, mientras que en el grupo control sélo ocurrié en el
10% de los sujetos. Este hallazgo es contrario a los resultados publicados

anteriormente por el grupo de Ng y colaboradores (2004, 2005). La fuente de
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produccion de péptidos natriuréticos no esta totalmente explicada, los miocitos
cardiacos son su principal fuente, pero las células del tdbulo renal también los
producen. Por lo tanto, los niveles en orina podrian reflejar la sintesis a nivel
local, dentro del rifién, de NT-proBNP y también la cantidad producida por el
miocardio que ha sido filtrada en el glomérulo (Totsune ef @/, 1996, Mistry ez
al, 2001). También cabria esperar que los sujetos sanos tuviesen una
circulacion peritubular y una expresion de receptores de péptidos natriuréticos
en los rifiones diferente a la de pacientes con IC, dando lugar a una menor
reabsorcion tubular al torrente sanguineo de este péptido, y a una menor
concentracion en sangre de NT-proBNP (Mistry ez a/, 2001). Ademas, en los
pacientes, los niveles de NT-proBNP en orina mostraron una buena relacion
con la concentracion del péptido en suero, situaciéon que no ocurrié en el
grupo control. Quizas porque en estos sujetos el diferente metabolismo renal

de NT-proBNP no permita que sean un buen reflejo de los niveles en suero.

La influencia de la edad, género, funciéon ventricular sistélica y
diastolica, creatinina sérica y obesidad sobre los niveles de NT-proBNP en
suero esta bien establecida (Redfield ez /., 2002, Mehra ez al., 2004, Wang e al.,
2004). Para investigar como afectan estas variables a los niveles de NT-
proBNP en orina, se realizé una regresion lineal multiple donde los niveles de
NT-proBNP y creatinina sérica fueron factores independientes de los niveles
del biomarcador en la orina de pacientes con insuficiencia cardiaca (IC). La
dependencia con los niveles en suero de NT-proBNP y la creatinina sérica no
es sorprendente, incluso al nivel de nuestros valores de creatinina (1,2 + 0,7
mg/dL), porque la excrecién renal es una importante via de aclaramiento de
NT-proBNP (Goetze ef al., 2006, Palmer ez al, 2009). La obesidad no fue un
predictor independiente de los niveles de NT-proBNP en orina, aunque los
pacientes obesos con IC mostraron menores niveles urinarios de péptido
natriurético. Este hecho podtia ser debido a una mayor degradacién renal de
NT-proBNP, quizas por la accién de la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP
IV/CD26; EC 3.4.14.5), localizada en los rifiones y con gran afinidad por los
péptidos natriuréticos (Brandt ez /, 2006)

Estudios previos han mostrado la utilidad de los niveles de NT-
proBNP en suero para el diagnoéstico de insuficiencia cardiaca (Seino ez al,

2004, McDonagh et al, 2004) y disfuncién ventricular (Bay ef al., 2003). Por
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ello, no es extrafio que la concentracion de NT-proBNP en orina sea un
potente predictor de insuficiencia cardiaca. El analisis del area bajo la curva
(ABC) de este estudio sugiere que, bajo sus condiciones de disefio (un grupo
de pacientes con diagnostico confirmado de IC y un grupo control), el punto
de corte de 74,23 pg/mL para NT-proBNP en orina discrimina entre pacientes
y controles. Los niveles del péptido en suero mostraron un ABC ligeramente
superior. Ambos tipos de muestras mostraron similares especificidad,
sensibilidad y valores predictivo positivo y negativo, siendo efectivos en la
exclusion del diagnéstico de insuficiencia cardiaca. Hay que mencionar que
nuestros puntos de corte para los niveles de NT-proBNP en suero, fueron
menores a los que presentan las Guias de la Sociedad Europea de Cardiologia
para el diagnostico de IC. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los valores
establecidos son para pacientes no tratados con sintomas posibles de IC, que
no es el caso de nuestra poblacién de estudio, con IC confirmada y bajo
tratamiento médico (Dickstein ez a/., 2008).

En cuanto a la caracterizacion funcional de los pacientes, la media de
los niveles de NT-proBNP en orina fue significativamente elevada en clases
funcionales mas deterioradas (NYHA III); también se encontraron diferencias

entre el grupo control y pacientes en clase funcional NYHA I, IT y 111

En este trabajo hemos demostrado el valor prondstico de la
concentraciéon de NT-proBNP en orina. Para ello, se realizé6 una regresion
binaria logistica que mostrd si los valores del péptido eran capaces de predecir
los eventos de origen cardiaco (ingresos o mortalidad) en un seguimiento a 12
meses. En el modelo se incluyeron variables como edad, clase funcional,
obesidad, fraccién de eyeccién y los niveles de NT-proBNP en orina. Estos
ultimos fueron un factor de riesgo mostrando una odds-ratio de 4,5 para la
presencia de eventos de origen cardiaco. Ademas, el biomarcador obtuvo una
buena ABC para la predicciéon de mortalidad cardiaca aislada en un
seguimiento a 12 meses. También los niveles de NT-proBNP en orina y suero
mostraron unas buenas ABC para la predicciéon de los eventos de origen
cardiaco, obteniendo ambos tipos de muestras puntos de corte con buena

sensibilidad y especificidad.
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Para analizar los eventos cardiacos en los pacientes diagnosticados de
insuficiencia cardiaca seguin los niveles urinarios de NT-proBNP, se formaron
dos grupos de acuerdo al punto de corte 92,61 pg/mL; extraido de la curva
ROC, para predecir mortalidad con mejor sensibilidad, especificidad y valores
predictivos. El porcentaje de eventos cardiacos fue mayor (52%) en el grupo de
pacientes con niveles de NT-proBNP > 92,61 pg/ml en orina frente a los
pacientes con valores por debajo del punto de corte (21%); de la misma forma
el porcentaje de mortalidad cardiaca aumento seis veces mas en el grupo con
NT-proBNP > 92,61 pg/mL (24% versus 4%).

Por ultimo, las curvas de supervivencia Kaplan-Meier para ambos tipos
de muestras de NT-proBNP, orina y suero, mostraron que predecian tanto la
mortalidad aislada como los eventos de origen cardiaco a 12 meses. La
concentraciéon de NT-proBNP en orina mostré un mayor poder predictivo
para los eventos que los niveles en suero, mientras que para la mortalidad

cardiovascular la concentracion en suero fue mejor predictor.

En resumen, hemos comprobado la utilidad diagnéstica y prondstica de
los niveles de NT-proBNP en orina en pacientes con un diagnostico
establecido de insuficiencia cardiaca, y por lo tanto se necesitan futuros
trabajos que evalden la utilidad de este sencillo test, no invasivo, en estudios
poblacionales, en atencién primaria y como posible gufa a la respuesta de
diversos tratamientos; asi como establecer si existe un beneficio adicional en

términos de coste-efectividad.

5. PAPEL DIAGNOSTICO DE LOS NIVELES
URINARIOS DE BNP: CARACTERIZACION Y
PRONOSTICO EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

Los péptidos natriuréticos BNP y NT-proBNP son marcadores
establecidos de la disfuncién ventricular y la insuficiencia cardiaca (McDonagh
et al., 1998, Koglin et al., 2001, Maisel et al, 2002). Estudios previos sobre el
papel diagnostico y pronodstico de estos péptidos se han realizado en muestras

plasmaticas. Sin embargo, la deteccién de los péptidos natriuréticos en orina es
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limitada (Togashi ez al, 1992, Heringlake ef al, 2004). En este trabajo hemos
realizado los siguientes objetivos: (a) se ha detectado y cuantificado los niveles
de BNP en orina en pacientes con insuficiencia cardiaca (IC) y sujetos control;
(b) se ha analizado el poder de deteccion de insuficiencia cardiaca y, (c) se ha
determinado el valor prondstico para eventos de origen cardiaco (ingresos +

mortalidad) y mortalidad aislada de la concentracién de BNP en orina.

A pesar de las concentraciones bajas de BNP en orina, se han
encontrado diferencias significativas entre el grupo de pacientes y el grupo
control, incluso al comparar los pacientes asintomaticos (clase funcional
NYHA I) con los sujetos sanos. Sin embargo, no se encontraron diferencias en
los niveles urinarios de BNP al comparar las clases funcionales mas
deterioradas (NYHA II versus NYHA III).

Como hemos mencionado en apartados anteriores de este trabajo, la
fuente de produccion de los niveles de BNP en orina no esta bien establecida,
pudiendo ser la suma de la cantidad de BNP filtrado en los glomérulos
(procedente del miocardio) y el sintetizado dentro del rinén (Totsune e al.,
1996, Mistry et al, 2001). Por otro lado, los niveles de BNP son aclarados
principalmente via la unioén a sus receptores de membrana (RPN-A y RPN-B),
via degradacion enzimatica por endopeptidasas neutras y, por endocitosis
mediada por el receptor de aclaramiento tipo C (RPN-C) (Nakao e af, 1992,
Hall 2004, Vanderheyden e al, 2004). Mientras que el mecanismo de
aclaramiento renal, para algunos autores, tiene un papel menor (Nakao ef 4/,
1992, Daniels & Maisel 2007). Estos hechos llevarian a suponer que no
existiera una correlacion entre las concentraciones de BNP en orina y suero.
Sin embargo, ambos tipos de muestras mostraron una buena correlacién,
aunque inferior a la que presentan los niveles de NT-proBNP en orina en el
mismo grupo de pacientes. Este hecho podria ser debido a que, a pesar de que
existe bibliografia reciente que apoya una excrecion renal similar para BNP y
NT-proBNP (Schou ez al, 2005, Gotéese et al., 2006, Tsutamoto ez al., 2000), la
molécula de BNP posee otras vias de aclaracion diferentes (Hall 2004, Daniels
& Maisel 2007).

En el grupo control no se encontré una correlacion significativa entre

la concentraciéon de BNP en suero y orina, como se obtuvo en el apartado
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anterior para los niveles urinarios de NT-proBNP, lo que indicaria que la
circulaciéon peritubular y expresion de receptores fuese diferente en el grupo
control que en los pacientes con IC, dando lugar a una menor asociacién entre
la concentracion en suero y orina de BNP en sujetos sanos (Mistry e al., 2001,
Emdin ez al., 2005).

Cuando se analiz6 el poder de deteccion de insuficiencia cardiaca (IC)
mediante BNP en orina, se observé que es un buen factor diagndstico de este
sindrome. Sin embargo, al compararlo con los niveles de BNP en suero, se
observa una menor area bajo la curva (ABC). Este hecho podria explicarse
porque en estados de cronicidad elevada, como en la insuficiencia cardiaca,
niveles elevados de péptidos natriuréticos (BNP) son aclarados principalmente
por la unién a sus receptores de membrana (RPN-A y RPN-B), para realizar
sus efectos fisiolégicos y contrarrestar los efectos adversos producidos por
otras hormonas (Nakao ¢# a/., 1992, Hall 2004). Ademas, el sistema renal parece
no ser la unica via de aclaramiento de los niveles de BNP en suero por lo que
los niveles de BNP en orina no reflejan tan bien la gravedad de la IC, como los
niveles urinarios de NT-proBNP (Daniels & Maisel 2007). Cabe mencionar
que nuestros puntos de corte para el BNP sérico fueron menores a los que
existen en la Guias de la Sociedad Europea de Cardiologia del 2008 para el
diagnoéstico de IC, destacando que en este caso son valores para pacientes no
tratados con posibles sintomas de IC (Dickstein ez a/., 2008)

Por otro lado, se realizé una regresion lineal multiple para analizar la
influencia de diferentes variables sobre los niveles de BNP en orina, y se
observd que los niveles de BNP en suero y la fraccion de eyecciéon fueron
factores predictores de la concentraciéon de esta molécula. La obesidad no fue
un factor predictivo de BNP en orina en nuestro modelo, pero los niveles de
BNP estuvieron disminuidos en el grupo de pacientes obesos, como
previamente mostraron otros autores para sus niveles séricos (Mehra et al,
2004, Wang ez al., 2004) y como también indican nuestros resultados para NT-
proBNP en suero. Las posibles causas han sido explicadas en el apartado
anterior, como una menor sintesis de BNP desde el miocardio, un mayor
aclaramiento via receptor tipo C y, por un aumento en la degradacion del BNP
via renal, por la dipeptidil peptidasa IV (DPP IV/CD26; EC 3.4.14.5) (Brandt

et al., 2000).
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Este estudio demuestra también el valor pronéstico de los niveles de
BNP en orina. Trabajos anteriores han indicado que los niveles de BNP son
factor prondstico de muerte, de visitas a los servicios de urgencias, o ingresos
por causas cardiacas, y que pueden ser utilizados para tomar decisiones en el
manejo de los pacientes (Bettencourt ez a/, 2002, Maisel e al., 2004, Morrow ez
al., 2005, Fonarrow e al., 2007). Los resultados que hemos obtenido para el
BNP urinario muestran que predice los eventos cardiovasculares (ingresos o
mortalidad) en un seguimiento a doce meses en sujetos estables con IC.
También se observé un aumento en la prevalencia de los eventos y mortalidad
de origen cardiaco a 12 meses en aquellos pacientes con los niveles mas altos
de BNP, y se obtuvo una buena ABC para predecir la mortalidad

cardiovascular aislada.

En resumen, la determinacién de los niveles de BNP en orina podria
ser util en el diagnoéstico de la insuficiencia cardiaca (IC) en condiciones
especificas, donde la recogida de las muestras serfa mas facil y menos invasiva
para los pacientes. Sin embargo, son necesarios mas estudios que demuestren
los cambios de la concentracién de BNP en orina como marcador diagnostico
y pronéstico de este sindrome, y también como gufa en la respuesta al
tratamiento de estos pacientes. Ademas, es de interés, en nuestra opinion,
evaluar la relaciéon coste-efectividad de este nuevo método en el analisis de
pacientes con sospecha de IC, pudiéndose utilizar la concentraciéon de BNP en

orina de manera rutinaria en el ambito clinico.

6. DIAGNOSTICO DE LA  DISFUNCION
VENTRICULAR MEDIANTE DETERMINACION DE LOS
NIVELES DE BNP EN ORINA

Este estudio ha establecido la utilidad de los niveles de BNP en orina
para la detecciéon y prediccion de la disfunciéon ventricular izquierda (DVI),

establecida como fraccion de eyeccion (FE) menor o igual al 40%, en un grupo

de pacientes no ingresados y diagnosticados de insuficiencia cardiaca (IC).
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La fuente de produccién de los niveles de BNP en orina es incierta; sus
niveles podrian reflejar tanto la filtracion glomerular de la cantidad de este
péptido producida por el miocardio, como la secrecion de BNP a nivel del
tubulo renal; por lo tanto, los niveles de BNP en orina serfan la suma de ambas
cantidades, el BNP filtrado en los glomérulos y el sintetizado dentro del rifén
(Totsune et al, 1996, Mistry et al, 2001). La correlacion que muestra la
concentracion de esta molécula con distintos parametros de funcién ventricular
sistolica y diastolica en este estudio, apoyan la hipotesis de que el BNP
cuantificado en la orina estarfa estrechamente relacionado con la presencia de
disfuncién ventricular en estos pacientes. Esta afirmacion se basa en la idea de
que el BNP producido por el miocardio es secretado como respuesta a unas
condiciones de sobrecarga continuadas, que conducen a un aumento en el
estrés de pared de los ventriculos, mecanismos especificos de la IC y de la

disfuncién del ventriculo izquierdo (Levin e al., 1998).

Estudios previos muestran que la concentraciéon de BNP en orina esta
relacionada con el volumen de carga y la funcién renal (Heringlake e /., 2004).
Sin embargo, al realizar un analisis mediante regresion multiple que incluyé
diferentes factores que influyen sobre los niveles de BNP en orina (edad,
género, obesidad, filtrado glomerular renal, BNP en suero, parametros de
funcién sistolica y diastolica, asi como la medicacion), mostré que soélo los
niveles en suero del péptido, los indices de volumen telesistolico y
telediastolico, y la fracciéon de eyecciéon estaban asociados como factores
independientes, mientras que el filtrado glomerular renal (eFGR), marcador de
la funcién renal, no influy6 sobre los niveles de BNP en orina. Este hallazgo
esta en concordancia con el hecho de que el aclaramiento de las formas activas
(BNP) de los péptidos natriuréticos envuelve tres mecanismos principales: 1) la
unién a sus receptores de membrana (RPN-A y RPN-B); 2) la degradacion
enzimatica mediada por endopeptidasas neutras y, 3) endocitosis seguida de
una degradaciéon lisosomal a nivel celular, mediada por el receptor de
aclaramiento tipo C (RPN-C) (Nakao ez 4/, 1992, Hall 2004, Vanderheyden ez
al., 2004). Por lo tanto, el aclaramiento renal podria jugar un papel menos
importante para los niveles de BNP (Nakao ez 4/, 1992, Daniels & Maisel
2007). Sin embargo, la determinacién de BNP en orina apoya el hecho de que

cierta cantidad de esta molécula es aclarada renalmente. Ademas, se debe tener
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en cuenta que nuestro grupo de pacientes tuvo predominantemente un eFGR
normal, por lo que podria ser posible que en aquellos pacientes con un mayor
grado de disfuncién renal, el aclaramiento a través del rifion influyese mas

sobre la concentracion de BNP en orina.

Por otro lado, es conocida la influencia de la edad, género y obesidad
sobre los niveles séricos de BNP y NT-proBNP en pacientes diagnosticados de
insuficiencia cardiaca o sujetos sanos (Redfield ez a/, 2002, Mehra ez al., 2004,
Wang et al, 2004). En este estudio ninguna de esas variables estuvieron
correlacionadas significativamente con la concentracién de BNP en orina, sé6lo
los niveles del péptido en suero, la fracciéon de eyeccion, la velocidad de
propagacion mitral y los indices de los volimenes telesistolico y telediastolico
del ventriculo izquierdo fueron factores predictivos, como hemos visto
anteriormente. En consecuencia, no harfa falta considerar rangos de edad o
género, dado que estas variables no son factores que influyan sobre nuestros
niveles urinarios de BNP, dando mayor rango diagnéstico al uso de la
concentracion de BNP en orina para sujetos con FE <40%, que al valor sérico.
Resultados similares hemos obtenido en apartados anteriores de esta tesis
donde estudiamos la influencia de estas variables sobre los niveles de NT-
proBNP en orina. Ademas, la medicacién administrada podria influir sobre los
niveles de BNP en orina, sin embargo, los distintos tratamientos empleados
(diuréticos, bloqueadores beta, IECAS, ARA II) tampoco fueron factores

predictivos.

Diversos trabajos han mostrado el poder diagndstico y prondstico de
los niveles séricos de BNP en la insuficiencia cardiaca y disfuncién ventricular
izquierda (DVI) (McDonagh ez al., 1998, Maisel e al, 2001, Maisel ez al., 2002).
Hemos mostrado anteriormente que los niveles en orina son efectivos en el
diagnostico y prondstico de insuficiencia cardiaca, pero todavia no se ha
analizado el papel de la concentracién de BNP para la detecciéon de DVI. En
este estudio, los niveles urinarios de este péptido natriurético son un marcador
diagnostico importante para una FE <40%, mostrando una buena area bajo la
curva (ABC) para un punto de corte de 2,30 pg/mlL, con un alto valor
predictivo positivo (92%). La curva “Receiver Operating Characteristic” (ROC) para
los niveles de BNP en suero es ligeramente inferior, quizas debido a que

siempre existe cierta cantidad de BNP en la sangre, mientras que para ser
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detectado en orina se necesita que los niveles séricos sean elevados, como
ocurre en la insuficiencia cardiaca (de ahi su alta especificidad). Nuestras curvas
ROC podrian depender de la gravedad funcional de los pacientes, sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas entre las clases funcionales
(NYHA) obtenidas en nuestros dos grupos de pacientes (por encima o por
debajo de una FE de 40%).

Resultados previos de nuestro trabajo junto con los de otros autores
muestran que los niveles en orina de NT-proBNP son un fuerte factor
excluyente de IC o DVI, con un mayor valor predictivo negativo que el
encontrado en nuestro analisis (Ng e a/, 2004, Ng et al, 2005); pero se debe
tener en cuenta que el poder diagnéstico de BNP esta relacionado con la
prevalencia de la DVI. En estudios con una baja prevalencia de DVI, los
niveles de BNP tuvieron un buen valor predictivo negativo (“exclusiéon’)
(McDonagh e? al, 1998, Vasan ez al, 2002, Ng ef al., 2004, Ng ¢t al., 2005). Sin
embargo, cuando la prevalencia de la DVI aumenta, el valor predictivo positivo
(“deteccion”) mejora a expensas de empeorar el valor predictivo negativo
(Maisel ez al, 2001, 2002). Nuestro grupo de pacientes tuvo una prevalencia de
la enfermedad de 66% comparada con un valor menor de 10% en otros

trabajos, esto explicaria que el valor predictivo positivo de BNP en orina para

la deteccidén de FE <40% fuese elevado.

Por dltimo, la concentraciéon de BNP en orina tiene valor para predecir una
FE <40%, en un analisis de regresién binaria logfstica. Este hecho da una gran
importancia al papel de este péptido natriurético en el diagnéstico y prediccion de la

disfuncién ventricular izquierda.

Estos hallazgos apoyan el uso de la determinaciéon de BNP en orina,
muestra mas sencilla de obtener, en estudios con amplio nimero de pacientes,
en la unidad de urgencias, en atencién primaria o en pacientes que no pueden
desplazarse al hospital. También serfan necesarios estudios sobre el coste-
efectividad de esta determinacion urinaria de BNP y conocer la influencia de la

terapia aplicada sobre los niveles de este péptido en esta patologia.
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7. IMPACTO DE LA FUNCION RENAIL SOBRE EL
VALOR  DIAGNOSTICO Y  PRONOSTICO DE
INSUFICIENCIA CARDIACA DE BNP Y NT-proBNP EN
ORINA

En este apartado de la tesis doctoral hemos investigado, en primer
lugar la asociaciéon entre la funcién renal, como filtrado glomerular renal
(eFGR) y la concentraciéon urinaria de BNP y NT-proBNP en un grupo de
pacientes diagnosticados de insuficiencia cardiaca (IC). La disfunciéon renal
estuvo definida como un eFGR < 60 ml/min basindonos en los criterios
establecidos por la National Kidney Foundation (2008). Después, analizamos la
influencia de la disfuncién renal sobre el papel diagnostico de IC y pronédstico

de eventos cardiacos de ambos péptidos natriuréticos en orina a los 12 meses.

Nuestros resultados determinan primero, una relaciéon exponencial
inversa entre la cantidad sérica de NT-proBNP o BNP filtrada y su porcentaje
en orina en pacientes con IC. Se obtuvieron unos coeficientes de correlacion
similares para BNP y NT-proBNP en los grupos de pacientes con eFGR < o 2
de 60 mI./min. Segundo, la precision de los péptidos para el diagnéstico de IC
fue similar en ambas categorfas de funcién renal, aunque los niveles de NT-
proBNP tuvieron un papel diagnéstico superior a los de BNP. Tercero, ambos
marcadores fueron predictores de eventos cardiacos a los 12 meses, en

pacientes con IC independientemente del eFGR.

Trabajos anteriores han establecido que los niveles séricos de BNP y
NT-proBNP dependen de la funcién renal, a causa del metabolismo y
excrecion de estos péptidos; porque sus concentraciones medias aumentan
progresivamente con la disfuncién renal, y existe una correlaciéon inversa con
eFGR. Estos hechos se han observado en pacientes que acudieron al Servicio
de Urgencias con disnea (McCullough et al., 2003, Anwaruddin ez a/, 2000,
Defilippi ez al., 2007), y en pacientes con IC crénica o congestiva (T'sutamoto ez
al., 2006, Van Kimmenade e/ a/, 2006, Lamb ef a/., 2006). En nuestro analisis, la
determinaciéon de las concentraciones de péptidos natriuréticos en orina en
pacientes con IC no mostré diferencias significativas en los niveles de NT-
proBNP o BNP segun el eFGR.
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Estos resultados podrian ser debidos a que la molécula de NT-proBNP
es mas dependiente de la funcién renal que la de BNP, puesto que los
mecanismos de eliminaciéon de estos péptidos son diferentes, BNP es
eliminado principalmente por las endopeptidasas neutras y receptores
especificos. Estas diferencias sugieren que alteraciones en la funcién renal
podrian influir en mayor grado sobre los niveles de NT-proBNP que sobre los
de BNP. Sin embargo, datos recientes han mostrado que la excrecion renal de
BNP y NT-proBNP es comparable en el rifién de sujetos sanos y pacientes
con hipertensién (Schou ez al, 2005, Tsutamoto ez al. 2006, Goetze et al. 2000).

Los resultados de esta tesis muestran una correlaciéon inversa entre la
cantidad sérica de NT-proBNP o BNP filtrada y el porcentaje de estos
péptidos en orina, es decir, a pesar de la alta cantidad filtrada de ambos
péptidos su concentracién en orina es baja. Este hecho indica que el
metabolismo tubular en el rifién juega un papel importante en la excrecion de
NT-proBNP o BNP mas que el filtrado glomerular solo. El mecanismo
especifico todavia es desconocido, pero podrian estar implicados cambios en la
reabsorcion tubular y procesos de proteolisis locales (Palmer ez al, 2009).
Linssen y colaboradores (2009) han mostrado recientemente un analisis de la
excrecion de NT-proBNP en IC; nosostros hemos analizado este aspecto
también para el BNP, comparandolo con NT-proBNP. Después, ademas
hemos investigado la influencia de la funcién renal, como eFGR, en el papel
clinico de NT-proBNP y BNP en la IC.

Al investigar el valor diagnéstico de los niveles urinarios de BNP y N'T-
proBNP para IC, obtuvimos que el eFGR no influyé sobre el poder
diagnostico de ambos péptidos, ya que las curvas ROC y los puntos de corte
optimos fueron similares entre ambas categorias de funcién renal. Ademas, las
areas bajo la curva para NT-proBNP fueron mejores que las de BNP en el
diagnoéstico de este sindrome tanto en pacientes con bajo o alto eFGR. Este
hallazgo es consistente con nuestros resultados previos (apartados 5 y 6) donde
los niveles de NT-proBNP en orina tuvieron mayor poder diagnéstico que los
niveles urinarios de BNP. Este hecho esta en contraste con lo publicado
recientemente por el grupo de Michielsen (2008), donde se muestra un pobre

poder diagnostico para la concentracion de NT-proBNP en orina, pero este
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trabajo se realiz6 en un grupo de pacientes con clase funcional avanzada
(NYHA III — 1V) y disfuncién renal severa.

Las concentraciones de BNP y NT-proBNP en orina muestran un
papel predictivo en la IC independientemente de la funcién renal. Ambos
biomarcadores tuvieron areas bajo la curva significativas para predecir eventos
cardiacos (ingreso o mortalidad) segun el eFGR fuese < o = de 60 mI./min.
Ademas, obtuvimos que los pacientes con los niveles mas altos de BNP y NT-
proBNP en orina tuvieron mayor riesgo de sufrir eventos cardiacos,

independientemente del valor de su eFGR.

Por ultimo, cuando se realizé una regresion de Cox para predecir los
eventos cardiacos ajustando por edad, género, hipertension, diabetes y
obesidad, ambos péptidos natriuréticos fueron predictores independientes
tanto en pacientes con mejor o peor funciéon renal. Ademds, la concentracion
de NT-proBNP tuvo un mayor hazard ratio que la de BNP. Este resultado,
desde un punto de vista patofisiolégico, podria ser debido a que los niveles de
la molécula de NT-proBNP tienen una vida media mayor que los de BNP
pudiendo estar mas amplificados por la variedad de patologias cardiovasculares

que se dan en este sindrome, aumentando as{ su poder prondstico.

En resumen, el papel diagnostico y predictivo de los niveles de BNP y
NT-proBNP en orina parece no estar influenciado por la funcion renal en este
grupo de pacientes diagnosticados con IC. Se necesitan estudios futuros que
establezcan los mecanismos implicados en la excrecion de los péptidos

natriuréticos en orina.

8. VARIABILIDAD DE LOS NIVELES DE NT-proBNP
EN SUERO Y ORINA EN PACIENTES ESTABLES CON
INSUFICIENCIA CARDIACA, EN UN SEGUIMIENTO A
DOS ANOS

La concentraciéon de NT-proBNP en suero y orina es un marcador util

de la disfuncién ventricular izquierda, tiene valor diagnéstico y prondstico de la
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insuficiencia cardiaca (IC), y puede ser utilizado como guia a la respuesta de
diversos tratamientos en este sindrome (Steele ef al, 1997, Mudambo e al.,
1997, Talwar ez al, 1999, Swedberg ez al,, 2005, Ng ¢t al., 2004), en base a su alto
valor predictivo negativo. Estudios previos han evaluado la variaciéon bioldgica
de los niveles en suero de NT-proBNP y BNP tanto en sujetos sanos como en
pacientes con IC a lo largo de un intervalo corto de tiempo (variabilidad dentro
de un mismo dia y de semana a semana) (Melzi d’Exil ¢z a/, 2003, Bruins ¢# al.,
2004). Recientemente, Bruins y colaboradores (2004) han encontrado una
mayor variabilidad en los niveles plasmaticos de BNP que de NT-proBNP,
debido a su patrén de liberacion pulsatil y su rapido recambio metabodlico en
pacientes con IC (Clerico & Emdin 2004).

En este trabajo, se ha investigado simultineamente la variacién
biolégica de la concentraciéon de NT-proBNP en suero y orina en un
seguimiento a 24 meses de pacientes estables diagnosticados de IC, los cuales
estaban recibiendo tratamiento farmacolégico estandar. La posible influencia
derivada de la ingesta de fluidos, del ejercicio y del ciclo circadiano (Guo &
Stein 2003, Heringlake ez a/., 2004, Richards & Troughton 2004, Ng ¢z al., 2005)
ha sido minimizada con la utilizacién de la primera orina de la mafiana y con la
obtencion de las muestras sanguineas en el mismo intervalo de tiempo (08:00 —
10:00). Ademas, creemos que los datos obtenidos de nuestros pacientes bajo
tratamiento son mas utiles clinicamente para evaluar la variacion de las
muestras séricas y urinarias de NT-proBNP que los obtenidos de pacientes

asintomaticos no tratados médicamente.

En nuestro grupo de pacientes diagnosticados de IC, clinica y
funcionalmente estables, no hubo eventos clinicos ni diferencias
estadisticamente significativas en la clase funcional o funcién ventricular.
Aunque se observé una pequena variacion en la fraccién de eyeccion (FE)
entre la fase basal y la fase I (a los 12 meses) o fase II (a los 24 meses), la cual
podria ser atribuida a la metodologia empleada para su calculo (Sievers ef al,
2005). En cuanto a los niveles de NT-proBNP en suero y orina, los resultados
obtenidos indican que ambos tipos de muestras se mantienen estables a lo
largo del seguimiento. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas
para la determinaciéon de NT-proBNP en orina entre la fase I y la fase II

comparadas con la fase basal, mientras que la concentracién sérica se mantuvo
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sin cambios significativos. Como consecuencia, el cociente entre los niveles del
péptido natriurético en suero y orina también mostré cambios significativos en

la fase II respecto a la fase basal.

Otro aspecto a considerar sobre la estabilidad del péptido natriurético
es que los niveles de NT-proBNP en suero y orina estaban altamente
correlacionados entre si en las tres fases (basal, 12 meses y 24 meses). Como
hemos visto en los apartados anteriores de esta tesis (5 y 0), los niveles de NT-
proBNP en orina son un reflejo de los niveles séricos, y este hallazgo se ve
confirmado en las tres fases analizadas. Ademads, se ha obtenido una buena
correlacion a lo largo de todo este estudio para las diferentes medidas en suero
y para las medidas del biomarcador en orina, obteniendo los coeficientes de
correlacion ligeramente mas altos para los niveles en suero. Estos hallazgos
ponen de manifiesto la alta estabilidad encontrada tanto para las muestras de

NT-proBNP en suero como en orina.

Por otro lado, trabajos anteriores han mostrado que la variacion
biologica estimada (dentro del mismo dia o de semana en semana) para los
péptidos natriuréticos es aproximadamente del 30% (Melzi d’Eril ez al., 2003,
Wu & Smith 2004). Sin embargo, el porcentaje de cambio que muestran los
graficos Bland-Altman en nuestro grupo de pacientes con IC (a los que se
tomaron las muestras en una franja horaria especifica) a lo largo de todo el
estudio (24 meses) no alcanzé un valor de desviacion estandar mayor de 13%
para las muestras séricas y de 5% para las urinarias. Sélo un grupo reducido de
pacientes mostraron un porcentaje de cambio superior a estos valores en las
diferentes fases de tiempo, tanto en suero como en orina. Esta diferencia en
los resultados podria deberse a que los niveles de NT-proBNP estan
estrechamente relacionados con mecanismos patofisiologicos especificos y
estas variaciones reflejarfan cambios sutiles en la activaciéon de los sistemas
neurohormonal e inmunolégico, ya que no hubo cambios en los parametros
hemodinimicos o de funcién ventricular. Ademas, el método de determinacién
de NT-proBNP mediante inmunoensayo muestra una ligera variabilidad que
debe ser tenida en cuenta en el analisis de nuestros resultados (Clerico &
Emdin 2004, Clerico e# al., 2005).
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Una consecuencia practica importante de este estudio es el
establecimiento de un porcentaje de cambio para NT-proBNP, a partir del cual
se puede monitorizar el progreso de estos pacientes. Asi, sugerimos que todas
las medidas de la variaciéon de NT-proBNP, con un indice de reproducibilidad
por encima del 22% en las muestras plasmaticas y del 7% para las urinarias,
podrian ser consideradas que tienen valor clinico, en un seguimiento a 12
meses; tanto las muestras de NT-proBNP en suero como en orina mostraron
un mayor indice de reproducibilidad en un seguimiento a 24 meses, del 25% y
del 9%, respectivamente. Aumentos mayores a estos deben ser evaluados por
los clinicos, porque el sistema de péptidos natriuréticos tiene una estrecha
asociacion con la actividad de la red neuroendocrina y esta variabilidad podria

indicar la presencia de cambios de importancia clinica.

9. NIVELES  TISULARES DE PEPTIDOS
NATRIURETICOS EN CORAZONES HUMANOS CON
INSUFICIENCIA CARDIACA

Este trabajo muestra nuevos aspectos en la expresion de los péptidos
natriuréticos (PN) en corazones humanos con insuficiencia cardiaca (IC).
Primero, se ha determinado la expresion de proBNP, BNP y NT-proBNP
mediante técnicas western-blot, y se ha concluido que la molécula de proBNP
esta 1,5 y 15,4 veces mas expresada que BNP y NT-proBNP en nuestros
corazones. Ademas, la expresion de ARNm de proBNP estuvo aumentada 4
veces en corazones patoldgicos respecto al grupo control. Segundo, los niveles
tisulares de proBNP tienen un alto grado de correlacion tanto con BNP como
con NT-proBNP. Tercero, se ha encontrado que los PN estan aumentados en
corazones patologicos comparados con el grupo control (CNT), y que los
valores mas elevados de PN se encontraron en los corazones con

miocardiopatia isquémica (MCI).

Numerosos estudios han establecido que los niveles de BNP y NT-
proBNP en plasma son herramientas ttiles en el diagndstico y prondstico de la

insuficiencia cardiaca aguda o crénica (Koglin et al., 2001, Lainchbury e al., 2003,
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Maisel ez al., 2004, van Kimmenade ¢7 /., 20006). Sin embargo, diversos trabajos
sugieren que los ensayos de BNP y NT-proBNP podrian estar influenciados
por formas alternativas en plasma que se derivan de la molécula de proBNP
(Apple et al, 2005, Liang et al, 2007, Luckenbill ez al, 2008). Entre ellas la
forma intacta de proBNP, con valor diagnéstico y prondstico tanto en sujetos
sanos como en pacientes diagnosticados de 1C (Lam e/ 4/, 2007, Waldo e al.,
2008, Hammerer —Lercher ¢7 al., 2008). En este analisis, nuestros datos también
demuestran la presencia de estas tres formas de PN en el tejido de corazones
humanos diagnosticados de IC, y una mayor expresion de proBNP
comparandola con BNP y NT-proBNP. Ademas, este aumento en el nivel
proteico de péptidos natriuréticos también ocurre a nivel transcripcional, con
una mayor expresion de ARNm de proBNP en pacientes con miocardiopatia

isquémica y dilatada comparados con los corazones control.

La sintesis y secrecion de PN en los cardiomiocitos actualmente se
encuentra en debate. En concreto dénde y cuando la molécula de proBNP es
escindida, ya que se han encontrado pequefas cantidades de la molécula intacta
en suero, y las dos formas derivadas (BNP y NT-proBNP) se han determinado
en extractos celulares (Hunt ez a/, 1997). Se cree que proBNP es escindido por
una serina endoproteasa llamada corina que esta localizada en la membrana
celular (con un dominio transmembrana), dando lugar a la formaciéon de la
molécula bioactiva BNP y la no activa NT-proBNP (Hooper ¢# a/, 2000). Este
hecho sugiere que proBNP es escindido principalmente dentro o en la
superficie de la membrana celular antes de su liberacién en plasma. Este
mecanismo podria explicar nuestros resultados, como la identificaciéon de las
tres formas moleculares y una mayor expresion de proBNP comparados con
BNP y NT-proBNP a nivel del cardiomiocito.

Anteriores estudios han establecido la correlacion entre las tres formas
de péptidos natriuréticos en suero en sujetos sanos y pacientes con IC (Lam ef
al., 2007, Waldo ez al, 2008). Nuestros resultados muestran que los niveles
tisulares de proBNP estan altamente asociados con los niveles de BNP y NT-
proBNP, siendo el coeficiente de correlacion mas elevado para BNP que para
NT-proBNP, tanto en el conjunto de todas las muestras como en cada
miocardiopatia por separado. Este hallazgo podtia ser debido a una liberacion

mas rapida dentro de la circulacion sanguinea de la forma inactiva NT-proBNP
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que de BNP, y también porque cierta cantidad de BNP podria acoplarse a los
receptores especificos de membrana de la célula cardiaca (Pandey KN 2005),
siendo detectados en nuestro analisis y manteniendo una mayor asociaciéon con
la expresion de proBNP. Este hecho podria explicar una mayor senal de
expresion de BNP comparado con NT-proBNP en el tejido de corazones
diagnosticados con IC. Ademas, los coeficientes de correlacion mas elevados
entre los péptidos natriuréticos se encontraron en el grupo control, a pesar de
un menor ndmero de sujetos, quizds porque estas muestras no estaban
influenciadas por wuna activacion de los sistemas neurohormonales e
inmunolégicos como ocurre en la MCI y la MCD. Sin embargo, no se
encontraron correlaciones significativas entre los niveles proteicos de péptidos

natriuréticos v la expresion de ARNm de proBNP en nuestros pacientes.
y p p p

La regulaciéon transcripcional y traduccional son un conjunto de
procesos que regulan como un gen determinado da lugar a una proteina.
Numerosos factores influyen sobre la expresiéon proteica como el ARN
“splicing”, la degradacion de ARN, las modificaciones post-traduccionales, la
localizaciéon y degradacion proteica, entre otros. Esta descrito ampliamente en
la literatura que determinar la relacién directa entre los niveles de ARNm y
expresion proteica es complicada, y diferentes estudios han dado lugar a
diversos resultados. De hecho, la proteémica en levaduras ha mostrado que es
insuficiente para predecir la expresion proteica a partir de los niveles de
ARNmMm, excepto para aquellas proteinas mas abundantes (Gygi ez a/, 1999).
Estos datos confirman que otros mecanismos estan implicados en la regulacion
de la expresion de proBNP en la insuficiencia cardiaca tanto de origen
isquémico como dilatado, por ejemplo la O-glicosilacién que suprime la

correcta escision del gen de proBNP dentro de los cardiomiocitos (Mair 2009).

Por otro lado, cuando se analiza la influencia de diferentes factotres de
riesgo y parametros de funcién ventricular sobre cada PN, se obtuvo que la
expresion de proBNP estd mds asociada con estas variables (diabetes, clase
funcional y DTD) que BNP (diabetes y clase funcional) y NT-proBNP
(ninguna variable). Este hecho podtia ser debido a que esta prohormona serfa
un mejor reflejo del estrés de pared al que esta sometido el cardiomiocito en la
IC que las otras formas de PN. Ademas, no encontramos diferencias

significativas en la expresion de las tres formas de PN al comparar los
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pacientes obesos y no obesos. Este hecho nos podtia llevar a descartar una de
las vias que explicarfa la disminucién de la concentracion de BNP y NT-
proBNP planteada en apartados anteriores de esta tesis doctoral: una menor
sintesis de estas moléculas por el miocardio de pacientes obesos diagnosticados

con insuficiencia cardiaca.

Finalmente, este trabajo de tesis muestra que corazones humanos con
miocardiopatia isquémica tenfan una expresiéon de PN mayor que los corazones
con miocardiopatia dilatada y corazones control, mientras que los corazones
dilatados no alcanzaron aumento significativo frente al grupo control. La
diferencia en los niveles de PN segun pacientes con MCI o MCD es opuesto a
lo publicado anteriormente para las muestras plasmaticas (no hay diferencias
segtn la etiologia de la IC), aunque el grupo de Miller (2007) muestra que los
niveles de BNP en suero son mas elevados en la MCI que en la MCD. Este
hallazgo podria estar relacionado con un mayor grado de dafio miocardico y
una mayor complejidad de interacciones entre los sistemas inmunoldgico y
neuroendocrino, que estimulan la sintesis y liberacion de PN (Leskinen e 4/,
1997, Ma et al., 2004, Emdin ez al., 2004), en la miocardiopatia isquémica que en
la dilatada.  Ademais, los corazones dilatados mostraron un aumento
significativo en la expresion de ARNm de proBNP, como ocurre en los
corazones isquémicos, pero esto no se refleja a nivel proteico. Este hecho
estarfa asociado con un mayor nimero de mecanismos de regulaciéon post-
transcripcionales y post-traduccionales en los corazones con etiologia dilatada

que isquémica.

Ademas, las muestras de los corazones isquémicos fueron obtenidas de
las regiones periinfarto (areas de transicién entre tejido isquémico y miocardio
viable) donde la expresion de PN es mayor que en el resto de ventriculo
izquierdo (Cameron ez al., 2000). Sin embargo, cuando los PN se determinan en
la sangre, se detecta y cuantifica el total de estas moléculas liberadas por el
conjunto del corazén, compensando las diferencias observadas cuando los PN
son determinados en un area especifica del musculo cardiaco. El hecho de que
no se encuentren diferencias significativas entre pacientes con MCD vy sujetos
control podria ser debido a un menor remodelado estructural en el area
especifica del miocardio de estos pacientes, asociado con una menor liberacién

de PN. Por ello, quizas seria necesario determinar la sintesis de estas moléculas
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en todas las areas del corazén para encontrar diferencias estadisticamente

significativas entre grupo CNT y pacientes con MCD.

Por otro lado, el “tiempo de enfermedad” (enfermedad desde el
diagnoéstico de insuficiencia cardiaca hasta el transplante cardiaco) podria influir
en una mayor sintesis de estas moléculas. Estudios de tipo fisiolégico han
mostrado que la mayor regulacion de BNP se hace durante la expresion génica,
con la mayorfa de BNP sintetizado por “pulsos” de activacion desde estimulos
fisiologicos y aumentado de manera rapida sus niveles cuando la secrecion
ocurre (Yassue e/ al, 1994, Nakagawa et al, 1995). Como consecuencia un
tiempo de desarrollo de la enfermedad breve podria ser considerado como un
“estadio agudo” de este sindrome, dando lugar a una alta expresion de péptidos
natriuréticos por los cardiomiocitos. Este hecho apoyaria nuestros resultados,
donde corazones con MCI tuvieron un tiempo de enfermedad mas corto que

corazones con MCD los cuales tuvieron niveles de PN mas bajos.

En resumen, los datos presentados demuestran una mayor expresion de
proBNP que BNP o NT-proBNP en el tejido de corazones humanos
diagnosticados con IC, y sugieren que la sintesis de péptidos natriuréticos

estarfa influenciada por la etiologia de este sindrome.
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“... Secado el pulmin de una rana ...y con la ayuda de nuestra lente (de aumento) mas
perfecta, el ojo ha encontrado. .. vasos unidos juntos en modo de anillo. Y es tal el trayecto
errante de estos vasos, que proceden de la vena de este lado y de la arteria en el otro lado, que los
vasos no mantienen ya una direccion recta, sino que parecen formar una red de conexiones de los
dos vasos. Estd claro para los sentidos que la sangre fluye a lo largo de vasos tortuosos y no
fluye dentro de los espacios, sino que siempre estd contenida dentro de tiibulos (capilares)”

Descripcion de la circulacion capilar

“Duae epistolae de pulmonibus” (Dos cartas sobre los pulmones) (1661)
Marcello Malpighi (1628-1694)
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Los niveles séricos del fragmento amino-terminal del péptido
natriurético tipo B (NT-proBNP) se correlacionan con la velocidad
maxima de relajacion, siendo mejores los coeficientes de correlacion en
aquellos pacientes con fracciéon de eyeccion superior al 40%. Se
confirma asi, la relacién entre los valores de NT-proBNP en suero con
la funcién diastdlica en pacientes con insuficiencia cardiaca.

Los niveles de NT-proBNP en suero muestran una buena correlacion
con las areas del ventriculo izquierdo en telesistole y telediastole, y con
la fraccion de cambio del area del ventriculo izquierdo en la
insuficiencia cardiaca; la correlacién fue mayor en los pacientes de
etiologfa dilatada. Este hecho muestra la asociacién entre los cambios
en tamafio y funcién del ventriculo izquierdo y los valores de NT-
proBNP en la insuficiencia cardiaca.

Los valores séricos de NT-proBNP muestran una buena correlacion
con la concentraciéon plasmatica de big endotelina-1 (big ET-1) en un
grupo de pacientes diagnosticados de insuficiencia cardiaca;
estableciendo una relaciéon entre ambos sistemas neurohormonales
dentro de este sindrome.

Los pacientes obesos con insuficiencia cardiaca (miocardiopatia
isquémica y dilatada) tienen menores niveles de NT-proBNP en suero
(un descenso del 60%) al compararlos con los pacientes no obesos. El
indice de masa corporal (IMC) debe ser tenido en cuenta al utilizar la
concentracion de NT-proBNP en plasma para el diagnéstico y
pronéstico de la insuficiencia cardiaca, estableciendo los puntos de
corte, para esta molécula, mas bajos para pacientes obesos.

La deteccion en orina de NT-proBNP y BNP representa un nuevo
marcador para el diagnéstico de la insuficiencia cardiaca (puntos de
corte: 74 pg/mL y 2.2 pg/mlL, respectivamente), prondstico de muerte
y eventos cardiovasculares (puntos de corte: 93 pg/mL y 3,2 pg/mlL,
respectivamente), y para la caracterizaciéon del estado funcional de
pacientes diagnosticados con este sindrome. Este hecho enfatiza la
posibilidad de usar un test relativamente simple y no invasivo en la
atencion primaria o en ciertas condiciones donde la obtencién de
muestras sanguineas pueda ser problematica.

Los niveles urinarios de péptido natriurético tipo B (BNP) estin
correlacionados con parametros de funcién sistdlica y diastolica del
ventriculo izquierdo; y son efectivos, con un alto valor predictivo
positivo  (92%) en la deteccion de disfuncion ventricular sistdlica
(punto de corte: 2,3 pg/mL).
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El filtrado glomerular renal no serfa el principal determinante de la
concentracion de NT-proBNP y BNP en orina; a pesar de la alta
concentracion de péptidos natriuréticos filtrados en el glomérulo, los
niveles de NT-proBNP y BNP detectados en orina son bajos en la
insuficiencia cardiaca. Ademas, un alto o bajo filtrado glomerular renal
no influye sobre el papel clinico de NT-proBNP y BNP en la deteccion
y pronostico de eventos cardiacos en este sindrome.

Los niveles de NT-proBNP en suero y orina muestran una buena
estabilidad durante un periodo de 24 meses en pacientes diagnosticados
de insuficiencia cardiaca. Variaciones que excedan en un 22% para la
muestras séricas y un 7% para la urinarias en un seguimiento a 12
meses, y que excedan un 25% y 9%, respectivamente, para un
seguimiento a 24 meses, podrian indicar cambios fisiopatoldgicos de
interés clinico y diagnostico. Las concentraciones de NT-proBNP en
suero y orina podrian ser una herramienta util para la monitorizacién
de la evolucién de estos pacientes.

En el tejido cardiaco de pacientes sometidos a transplante existe un
mayor nivel proteico de proBNP que de BNP y NT-proBNP, con una
alta expresion del ARNm de proBNP. Los niveles de proBNP, BNP y
NT-proBNP muestran, entre ellos, un buen grado de correlaciéon a
nivel tisular. Ademas, la expresion de estos péptidos esta influenciada
por la etiologia de la insuficiencia cardiaca: los valores mas elevados de
péptidos  natriuréticos se encontraron en los corazones con
miocardiopatia isquémica.
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“Su tamario era tan extraordinario que se aproximaba mucho al de un corazon de buey... la
cavidad de su ventriculo derecho y de su auricnla derecha era excesivamente grande...
Examinando la extraordinaria dilatacion de la vena pulmonar vi que, la embocadura del
ventriculo izquierdo parecia muy pequena y que era de figura oval oblonga; e investigando la
cansa de un hecho tan sorprendente descubri que las valyulas “triglossinae” de este ventricnlo
estaban verdaderamente osificadas y comprendi que a medida que se habian endnrecido se
habian espesado y acortado bastante para poder estrechar mucho su entbocadura™

Descripcion de la estenosis mitral
“Traité nouvean de la structure et des causes du movement naturel du coenr” (Tratado noveno
de la estructura y de las cansas del movimiento del corazon) (1715)
Raymond Vieussens (1637-1715)

“Pero hay un desorden del pecho caracterizado por sintomas muy peculiares, importante por el tipo de
peligro que conlleva y no excesivamente raro, que merece ser mencionado de forma mds detenida. Su
asiento, y la sensacion de “strangling” (abogo o estrangulamiento) y de ansiedad con que se acompana,
hace que no sea impropio llamarle “angina pectoris”. Quienes la padecen, son afectados mientras
caminan (especialmente si lo hacen cuesta arriba y tras la comida) de un dolor y una sensacion
desagradable en el pecho, como si fuesen a morir si anmentase o signiese; pero que desaparece en el
momento en que ellos se paran.

Si contindla un aiio o mds, no cesard tan instantineamente cuando ellos la detengan, y aparecerd no
s0lo cuando estén caminando, sino incluso cuando estén acostados, especialmente si lo estin del lado
izquterdo”.

Descripcion de la angina de pecho (1768)
William Heberden (1710-1501)
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