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Historia del articulo: RESUMEN
Recibido el 8 de noviembre de 2017
Aceptado el 2 de abril de 2018 Introduccion y objetivos: La enzima lisil-oxidasa se expresa al alza en el miocardio de pacientes con

On-line €l 6 de agosto de 2018 cardiopatia hipertensiva. Se propone investigar si los pacientes con insuficiencia cardiaca y fraccién de

eyeccion conservada de origen hipertensivo-metabodlico (ICFEc-HM) presentaban también concen-
Pf”?”“? clave: traciones elevadas de prolisil-oxidasa circulante (pLOXc) y las posibles consecuencias de ello.
g;;le';’i(::_’ga Meétodos: Se cuantifican las concentraciones de pLOXc de 85 pacientes no isquémicos con ICFEp-HM en
Péptido natriurético cerebral estadio C y se comparan con las de 51 €ontroles sanos. Se evaluaron ademas las correlaciones entre las
Insuficiencia cardiaca con fraccién concentraciones de pLOXc y ciertos parametros de rigidez miocardica, productos del ciclo del colageno y
de eyeccién conservada citocinas fibrogénicas, asi como el valor predictivo de la concentracion plasmatica de la proenzima a
1 afio de seguimiento.

Resultados: Se detectaron valores aumentados de pLOXc y se encontrd que se correlacionaban con los
cocientes E/E’ y las constantes de rigidez que se calcularon. El subgrupo de pacientes con disfuncion
diastolica de tipo 1 mostr6 una correlacion negativa solo entre la pLOXc y el péptido natriurético cerebral,
mientras que en los pacientes con un patron diastdlico restrictivo se demostré una fuerte correlacion entre
la pLOXcy la galectina-3. El analisis de Kaplan-Meier reveld que las concentraciones de pLOXc > 52,20 ng/
ml incrementaron ligeramente el riesgo de desenlace fatal (test de log rank= 4,45; p = 0,034). Al aplicar la
regresion de COX, se obtuvo que la pLOXc es un significativo predictor independiente de muerte u
hospitalizacion por descompensacion de la ICFEp-HM (HR = 1,360; 1C95%, 1,126-1,638; p = 0,046).
Conclusiones: Los pacientes con ICFEp-HM sintomadtica tienen altas concentraciones séricas de pLOXc, lo
cual se asocia con indices de llenado diastolico restrictivo. Tales concentraciones representan un factor
de riesgo moderado de mal pronéstico. A lo largo de la historia natural de la ICFEp-HM, se ha constatado
que las concentraciones de pLOXc al principio se correlacionan negativamente con las de péptido
natriurético cerebral, y después tienen correlacion positiva con las de galectina-3, a medida que se
desarrolla una disfuncion diastolica avanzada.
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A Global Assessment of Circulating Prolysyl Oxidase in Nonischemic Patients
With Garden-variety Heart Failure With Preserved Ejection Fraction

ABSTRACT
Keywords: Introduction and objectives: Lysyl oxidase is overexpressed in the myocardium of patients with
Lysyl oxidase hypertensive cardiomyopathy. We aimed to explore whether patients with hypertensive-metabolic

Galectin-3

B-type natriuretic peptide

Heart failure with preserved ejection
fraction

heart failure with preserved ejection fraction (HM-HFpEF) also have increased concentrations of
circulating prolysyl oxidase (cpLOX) and its possible consequences.

Methods: We quantified cpLOX concentrations in 85 nonischemic patients with stage C, HM-HFpEF, and
compared them with those of 51 healthy controls. We also assessed the correlations of cpLOX with
myocardial stiffness parameters, collagen turnover products and fibrogenic cytokines, as well as the
predictive value of plasma proenzyme levels at 1-year of follow-up.

Results: We detected raised cpLOX values and found that they correlated with calculated E/E’ ratios and
stiffness constants. The subgroup of patients with type I diastolic dysfunction showed a single negative
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correlation between cpLOX and B-type natriuretic peptide whereas patients with a restrictive diastolic
pattern showed a strong correlation between cpLOX and galectin-3. Kaplan-Meier analysis revealed that
cpLOX > 52.20 ng/mL slightly increased the risk of a fatal outcome (log-rank = 4.45; P =.034). When Cox
regression was used, cpLOX was found to be a significant independent predictor of cardiovascular death
or hospitalization due to the decompensation of HM-HFpEF (HR, 1.360; 95%CI, 1.126-1.638; P = .046).
Conclusions: Patients with symptomatic HM-HFpEF show high cpLOX serum levels associated with
restrictive diastolic filling indices. These levels represent a moderate risk factor for poor clinical
outcome. Throughout the natural history of HM-HFpEF, we observed that cpLOX concentrations were
initially negatively correlated with B-type natriuretic peptide but positively correlated with galectin-3
as advanced diastolic dysfunction developed.

Full English text available from:www.revespcardiol.org/en
© 2018 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

Abreviaturas

BNP: péptido natriurético cerebral

DD: disfuncion diastolica

IC-FEc: insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion
conservada

ICFEc-HM: IC-FEc hipertensiva-metabélica

LOX: lisil-oxidasa

VI: ventriculo izquierdo

INTRODUCCION

La insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion conservada
(IC-FEc) es un sindrome clinico y hemodinamico complejo de
capital importancia rodeado de todo tipo de controversia, derivada
en parte de su enorme heterogeneidad'?. Para abordar esta
cuestién, Shah et al.>* elaboraron una clasificacién fenotipica de
este trastorno y establecieron una variedad de IC-FEc comin u
ordinaria (que en adelante designaremos como IC-FEc hiperten-
siva-metabdlica [ICFEc-HM]) como entidad clinica y etiologica
separada que debe diferenciarse de otras formas de IC-FEc, en
especial de la isquémica y la derecha. Los trabajos experimentales
respaldan claramente el concepto de una fibrosis no cicatrizante,
intersticial, perivascular y predominantemente subendocardica,
debida a un dep6sito de colageno de tipos I y IIl como proceso clave
que acompafia a la IC-FEc de los pacientes no isquémicos,
hipertensos y diabéticos”.

La disposicion de las fibras de colageno se debe a la accion de la
lisil-oxidasa (LOX), una enzima de la matriz extracelular depen-
diente del cobre, codificada por un gen situado en el cromosoma
5q23.3-31.25, que cataliza la formacién de aldehidos altamente
reactivos de residuos de lisina en los precursores de la elastina y el
colageno. Esto da lugar a la formacion de enlaces cruzados
moleculares, lo cual es esencial para la estabilizacion de las fibrillas
de colageno rigidas dentro de la matriz miocardica. Un depésito
equilibrado de este tipo de fibrillas desempefia un papel crucial en
la hemodinamica cardiaca normal’.

La LOX se sintetiza en las células fibrogénicas en forma de una
proenzima precursora 111 de 50 kDa (pro-LOX), que luego es
procesada en una proporcion equimolar para producir la enzima
LOX activa®. Dado que las concentraciones de LOX son casi
desdefiables en la sangre de los individuos sanos, se ha propuesto
que la concentraciéon plasmatica de LOX podria ser Gtil como
biomarcador de la fibrosis del o6rgano en varios trastornos
inflamatorios y neoplasicos®'. En cambio, la identificacién de la
LOX como posible biomarcador plasmatico del depdsito de
colageno rigido en la cardiopatia apenas se ha investigado, a
pesar de que hay estudios que aportan evidencia que indica que el

exceso enzimatico en el tejido cardiaco se asocia con un aumento
de los enlaces cruzados de colageno 1 y de la rigidez del ventriculo
izquierdo (VI) en el corazon en insuficiencia de los pacientes con
miocardiopatia hipertensiva'!. Segiin nuestro conocimiento, no se
han realizado estudios clinicos para analizar las concentraciones
de LOX o pro-LOX en sangre de una poblacion de pacientes de la
practica clinica real con ICFEc-HM.

METODOS
Poblacion del estudio

Entre abril de 2013 y diciembre de 2015, se evalu6 a un total de
205 pacientes tratados en régimen ambulatorio tras el alta de una
hospitalizacién por IC-FEc grave sintomatica (clase funcional de la
New York Heart Association [NYHA] 11, 86 pacientes; NYHA III-1V,
119 pacientes) de posible etiologia hipertensiva o metabélica. Es de
destacar que, para determinar la aptitud para participar en este
estudio, se examind tan solo a pacientes estables con antecedentes
de hipertension (presumiblemente dependiente de la sal) o como
minimo 1 factor de riesgo adicional del sindrome metabdlico
(aumento de glucosa en ayunas, aumento de perimetro de cintura,
aumento de triglicéridos o reducciéon de colesterol unido a
lipoproteinas de alta densidad)'?. Todos los pacientes habian sido
hospitalizados en las 6 semanas previas a causa de una
descompensacion congestiva aguda, acompafiada o no de otra
enfermedad cardiovascular (sindrome coronario agudo, bradia-
rritmia o taquiarritmia no controladas, derrame pericardico con
deterioro hemodinamico, enfermedad tromboembdlica o hiper-
tension arterial grave) o comorbilidades no cardiovasculares. El
diagnostico no invasivo de la IC-FEc se realiz6 segiin los criterios de
Framingham y las recomendaciones de la Sociedad Europea de
Cardiologia (todos los pacientes presentaban una fraccion de
eyeccion del VI > 50% y cifras de péptido natriurético cerebral
(BNP) > 35 pg/ml)'>. No se utilizaron biopsias endomiocardicas ni
una determinacion directa de las presiones de llenado del V1 y las
constantes de tiempo de relajacién (1) con fines diagnosticos en
ninguno de los pacientes. Se evalu6 sistematicamente la posible
presencia de enfermedad coronaria y miocardiopatias no HM
mediante un examen cuidadoso de las historias clinicas, los
electrocardiogramas y los ecocardiogramas. Se realiz6 una prueba
de estrés (electrocardiograma con prueba de esfuerzo convencio-
nal en cinta ergométrica, prueba de estrés con dobutamina-
atropina y ecocardiografia con evaluacion visual o bidimensional
estandar de speckle tracking y gammagrafia con tomografia
computarizada por emisién monofoténica con talio-201-dipirida-
mol) (18 procedimientos), coronariografia (49 procedimientos) o
cardiorresonancia magnética (24 procedimientos) en 88 pacientes
registrados. A continuacion, tras aplicar todos los criterios de
exclusion correspondientes al fenotipo de la IC-FEc (véase mas
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adelante), se clasificd a los 132 pacientes restantes como casos
definitivos de sindrome de ICFEc-HM. Por ultimo, teniendo en
cuenta los objetivos del estudio, se excluyd a 47 de los
132 pacientes debido a la coexistencia de la ICFEc-HM con algunos
otros posibles trastornos fibrosos extracardiacos (véase mas
adelante). En resumen, un total de 85 pacientes con IC-FEc en
estadio C estable y con diagnoéstico especifico de fenotipo HM no
isquémico, pero sin ninguna otra enfermedad fibrogénica impor-
tante, fueron considerados aptos para la inclusién en el protocolo
del estudio. Se incluy6 a 51 controles sanos emparejados por edad y
sexo, 28 mujeres y 23 varones, de edad > 60 afios (media, 72 + 4,5
afios), sin enfermedades ni factores de riesgo cardiovascular
importantes, ya que no estaban tomando medicacién alguna. Los
participantes que se prestaron voluntariamente a actuar como
controles fueron seleccionados de manera aleatoria entre los
trabajadores hospitalarios de un hospital de veteranos y entre los
familiares de los pacientes que cumplian los criterios antes
mencionados. Se determiné la ausencia de antecedentes patologicos
o de factores de riesgo cardiovascular importantes mediante
anamnesis, determinacion habitual de la presion arterial y explora-
cioén por ecocardiografia ordinaria.

Criterios de exclusion

Los siguientes criterios de exclusion estuvieron relacionados
con el fenotipo de la IC-FEc (se excluyoé a 73 pacientes): a)
antecedentes de sindrome coronario agudo bien documentado o de
infarto agudo de miocardio previo no identificado, segtn el
esquema de codigos de Minnesota (anomalias importantes de las
ondas Q/QS)'* (41 pacientes); b) cardiopatia isquémica activa
evidenciada por angina, una prueba de estrés positiva o una
cardiorresonancia magnética anormal o una enfermedad arterial
coronaria importante demostrada angiograficamente (15 pacien-
tes); c) dilatacion o disfuncién ventricular derecha predominante,
cor pulmonale, insuficiencia tricuspidea grave o presion arterial
pulmonar sistélica calculada con Doppler > 65 mmHg (12 pacien-
tes); d) cardiopatia congénita, pericardica o valvular grave, incluida
la miocardiopatia hipertrofica (4 pacientes), y e) probable
miocardiopatia restrictiva primaria (amiloidosis cardiaca senil)
(1 paciente).

Se aplicaron los siguientes criterios de exclusion relacionados
con trastornos fibroinflamatorios posiblemente activos (exclusion
de 47 pacientes): enfermedad pulmonar obstructiva crénica grave
(grados IlII-1V de la Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease) o fibrosis pulmonar (14 pacientes), demencia con
deterioro cognitivo significativo (11 pacientes), tasa de filtrado
glomerular estimada < 15 ml/min/1,73 m? (5 pacientes), hemo-
globina < 9,0 g/dl (4 pacientes), colagenosis activa (2 pacientes),
enfermedad arterial periférica con claudicacién intermitente grave
(2 pacientes), hepatopatia crénica (2 pacientes), antecedentes
de radioterapia amplia (1 paciente), hipotiroidismo e hipertiroi-
dismo (1 paciente), antecedentes de trasplante de Organo
s6lido (1 paciente), reanimacion cardiopulmonar reciente (<
3 meses) (1 paciente), traumatismo grave (1 paciente), ictus
permanente (1 paciente) y cirugia mayor (1 paciente).

Objetivos del estudio

Los objetivos de este estudio observacional en pacientes con
sindrome de ICFEc-HM son examinar: a) las concentraciones de
pLOXc; b) las correlaciones de la pLOXc con los indices de rigidez
del miocardio; c) los mecanismos plausibles de control humoral de
la LOX, y d) el valor predictivo clinico de la pLOXc.

Variables evaluadas

Las variables evaluadas en el estudio fueron: a) para la
evaluacion hemodindmica pLOXc, cociente E/E’ (como indicador
indirecto de las presiones de llenado del VI) y constante de rigidez
del VI estimada; b) para la evaluacion fisiopatologica, pLOXc
(variable dependiente), BNP y un panel de algunas citocinas
profibréticas y biomarcadores del recambio del colageno (variables
explicativas) (véase mas adelante), y c) para la evaluacion de los
resultados clinicos ajustados, pLOXc y biomarcadores séricos con
un valor predictivo de IC-FEc reconocido (BNP, galectina-3,
receptor de tipo toll/interleucina 1 tipo II soluble, factor de
diferenciacion del crecimiento-15, metaloproteinasa de matriz
(MMP) 2 y troponina T de alta sensibilidad)'®.

Analisis de laboratorio

Se incluy6 a 11 pacientes; se extrajeron muestras de sangre de la
vena antecubital izquierda y se recogieron en tubos de plasma con
EDTAy tubos de plasma sin revestimiento. Se dejé que las muestras
coagularan a temperatura ambiente y se centrifugaron a 3.500 g
durante 10 min. Poco después, se prepararon alicuotas de sueros y
plasma que se conservaron a-70°C hasta el momento del analisis. Las
determinaciones cuantitativas de pLOXc (Uscn Life Science Inc.; Ubei,
China), galectina-3 (US Biological Life Sciences; Swampscott,
Massachusetts, Estados Unidos), factor de crecimiento transforma-
dor-B1 (Boster Immunoleader; Fremont, California, Estados Unidos),
receptor de tipo toll/interleucina 1 tipo II soluble (Swampscott),
factor de diferenciacion del crecimiento-15 (Abnova Co.; Taipei,
Taiwan), propéptido de procolageno I carboxiterminal (Uscn Life
Science Inc.), propéptido de procolageno Il carboxiterminal y
telopéptido de colageno 1 carboxiterminal (SunRed Biological
Technologies; Shangai, China), diversas MMP (MMP-2 y MMP-9) e
inhibidor tisular de MMP-1 (Boster Immunoleader) se llevaron a cabo
en los sueros conservados mediante un ELISA en sandwich segiin lo
indicado en las especificaciones de cada fabricante. Ademas, se
determinaron el BNPy la troponina T de alta sensibilidad en muestras
de sangre recién extraidas mediante inmunoandlisis de electro-
quimioluminiscencia especificos y de alta sensibilidad (Elecsys
proBNP y Elecsys Troponin T hs, Roche Diagnostics; Mannheim,
Alemania). La tasa de filtrado glomerular estimada se calculd
mediante la ecuacion de MDRD (Modification of Diet in Renal Disease).

Ecocardiografia

La ecocardiografia transtoracica se repitio 2 veces en el momento
de la extraccion de sangre para determinar los biomarcadores, y la
realizaron 2 ecocardiografistas expertos independientes que no
conocian los resultados de los andlisis bioquimicos ni clinicos, con
un sistema de ecografia Siemens Acuson X 700 o Mindray 7 (1,0-
4,0 MHz). A continuacion se calculd y se registr6 la media de los
indices ecocardiograficos estandar para la evaluaciéon de la
disfuncion diastolica (DD). Se estim6 también la constante de
rigidez del VI mediante el tiempo de desaceleracion de llenado
temprano Doppler con la formula de Garcia et al.'®, partiendo
del supuesto de un orificio mitral no restrictivo (constante de
rigidezn, reposo del VI = [0,07/E1p]?, con una constante de rigidez del
VI =1,01 constante de rigidezn, reposo — 0,02).

Diseiio del estudio

Se registraron los parametros clinicos y ecocardiograficos
basales de todos los participantes para clasificarlos como afectados
por una DD de tipos I (leve, patrén de relajaciéon deteriorado), II
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(moderada, patron seudonormal con elevacion leve o moderada
de las presiones de llenado del VI) o III/IV (reversible/
irreversible, grave, patron restrictivo con aumento significativo
de las presiones de llenado del VI) segiin las recomendaciones de
la European Association of Echocardiography y la American Society
of Echocardiography'’. Se estudi6 a los pacientes para analizar si:
a) presentaban un aumento de las concentraciones de proenzima
respecto a las de los controles; b) la concentraciéon de pLOXc se
correlaciona con las variables hemodinamicas y bioquimicas del
estudio, y ¢) la pLOXc incorporaba alguna informacion pronostica
en el seguimiento realizado a los 12 meses. La variable de
valoraci6n principal combinada fue la muerte de causa cardiovas-
cular o la descompensacion de la IC con necesidad de reingreso
hospitalario para aliviar la congestion sistémica o pulmonar grave.

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de
Etica de Investigacion local del centro (Hospital Universitario
Principe de Asturias, Madrid, Espafia) segtin la legislacion de la
Union Europeay la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial (autorizacion de CE 05-2012). Todos los participantes
firmaron el documento de consentimiento informado antes de la
participacion en el estudio. Los autores tuvieron pleno acceso a
la totalidad de los datos y todos estuvieron de acuerdo en la version
del manuscrito presentada.

Analisis estadistico

Para la estadistica descriptiva y la estadistica inferencial, las
variables continuas se presentan en forma de media + desviacion
estandar o mediana [intervalo intercuartilico] cuando asi se especifica,
y las variables discretas en forma de porcentajes. Se utilizo la prueba de
la t de Student y un ANOVA (anlisis de la varianza) de 1 via con el
método de Scheffé post hoc para comparar las variables continuas de
distribuciéon normal, y las pruebas de la U de Mann-Whitney y de
Kruskal-Wallis para las variables con una distribucion no normal segin
la evaluacion realizada con la prueba de Kolgomorov-Smirnov. Las
asociaciones bivariables de las concentraciones de pLOXc se evaluaron
con las correlaciones de Pearson o de Spearman, segtin lo indicado. Para

Tabla 1
Caracteristicas generales del grupo de pacientes

el analisis deregresion lineal multivariable ajustado (Wald), se utilizo la
pLOXc como variable dependiente, con una eliminacion retrograda de
las demas variables explicativas, hasta seleccionar los 4 biomarcadores
relacionados mas significativos. Una vez dicotomizadas las concen-
traciones de los biomarcadores usando la mediana, se evalud la
asociacion sin ajustar de cada posible biomarcador pronédstico con el
resultado clinico, utilizando un andlisis de tiempo hasta el evento con
regresiones de riesgos proporcionales de Cox univariables (mediana del
valor de corte de la pLOXc, 38,20 ng/ml). A continuacion se elabor6 un
modelo de Cox multivariable con los biomarcadores con p < 0,05 en el
andlisis multivariable. Tras un ajuste respecto a edad, sexo, clase
funcional de la NYHA, presencia de al menos 3 comorbilidades
(incluidos todos los componentes del sindrome metabolico, enferme-
dad vascular cerebral/periférica cronica, fibrilacion auricular y
enfermedad pulmonar obstructiva cronica/sindrome de apneas-
hipopneas obstructivas del suefio), puntuacién del Kansas City
Cardiomyopathy Questionnaire, tasa de filtrado glomerular estimada,
grado de DD, E/E’ y presion arterial pulmonar sistolica, se obtuvo un
modelo estadistico resultante. Este modelo incluia la pLOXc y los
2 biomarcadores mas significativos (BNP y galectina-3) de todos los
biomarcadores predictivos evaluados en el analisis univariable, y se
elabor6 con un método escalonado. El modelo requeria un minimo de
10 eventos de cada variable seleccionada con objeto de obtener una
estimacion exacta de la regresion'®. Se utilizé el método de Kaplan-
Meier para medir la supervivencia total a 12 meses y la prueba de orden
logaritmico para evaluar la significacion de la comparacion entre los
terciles de concentraciones de pLOXc. Se aceptaron como significativas
las diferencias con p < 0,05 (bilateral). Todos los clculos se realizaron
con el software estadistico SPSS 14.0 (SPSS Inc.; Chicago, Illinois, Estados
Unidos).

RESULTADOS
Caracteristicas basales

Los datos clinicos generales y los parametros ecocardiograficos
y bioquimicos de interés se resumen en la tabla 1, la tabla 2, la

Caracteristicas generales Valores (n=85)

Caracteristicas generales Valores (n=85)

Edad (afios) 79,6 +9,5 Indice de masa corporal 294+6,5
Mujeres (%) 55,2 Hb (mg/dl) 12,7+2,1
Sindrome metabdlico (%) 58,8 Saturacion de transferrina (%) 21,1+£2,8
EPOC (GOLD I-11)/SAHOS (%) 258 Creatinina (p.mol/l) 142487
Hipertension arterial (%) 97,6 HbA; ¢ 6,6+1,3
Dislipemia (%) 411 cLDL (mmol/l) 3,6+08
DM (con o sin SM) (%) 57,6 TSH (mU/ml) 2,97 £2,81
> 2 comorbilidades (%) 94,1 TFGe 52,5+19,2
Antecedentes de tabaquismo (%) 38,8 DD avanzada (grados II-1V) (%) 62,3
Antecedentes de ictus (%) 8,2 Fibrilacién auricular (%) 49,4
Enfermedad vascular periférica leve (%) 2,3 QRS > 120ms (%) 34,1
Bloqueadores beta (%) 48,8 Insuficiencia mitral II/III (%) 25,8
IECA/ARA-II/ARM (%) 91,7 NYHA -1V (%) 48,2
Tiacidas/diuréticos del asa (%) 94,1 Puntuacién de la prueba KCCQ 41,5+17,7
Intervencion de ablacién percutanea (%) 3,5 Mortalidad (1 afio) (%) 11,7
Marcapasos (%) 9,4 Hospitalizacion por IC no mortal (1 afio) (%) 12,9

ARA-II: antagonistas del receptor de la angiotensina II; ARM: antagonistas del receptor de mineralocorticoides; cLDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; DD:
disfuncion diastdlica; DM: diabetes mellitus; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease; Hb: hemoglobina;
HbA: glucohemoglobina; IC: insuficiencia cardiaca; IECA: inhibidores de la enzima de conversion de la angiotensina; KCCQ: Kansas City Cardiomyopathy Questionnaire;
NYHA: New York Heart Association; SAHOS: sindrome de apneas-hipopneas obstructivas del suefio; SM: sindrome metabdlico; TFGe: tasa de filtrado glomerular estimada;

TSH: tirotropina.
Salvo otra indicacion, los valores expresan media + desviacion estandar.
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:l‘abla 2

Indices ecocardiograficos en cada subgrupo hemodinamico
Indices ecocardiograficos DD tipo I (n=32) DD tipo II (n=22) DD tipos III/IV (n=31) Controles (n=51) p
FEVI (%) 61,5+108 61,2+12,6 599+11,8 65,6 +8,0 NS
IVAI (ml/m?) 254+9,6 28,9+6,2 31,5+88 23,5+6,0 < 0,001
IMVI (g/m?) 125,5+31,2 146,9+ 25,8 186,4+41,9 90+18 < 0,001
E/A 0,69 +0,29 1,17+0,14 1,23+0,76 0,82+0,16 < 0,001
TD (ms) 225,8 +50,6 180,2+34,1 1244+219 198 +28 < 0,001
CRVIe (mmHg/ml) 0,096 + 0,032 0,151+0,044 0,318+ 0,084 0,124+0,029 < 0,001
E/Elat-med 69+2,0 10,1+2,7 12,14+4,15 6,6+1,1 < 0,001
PAPS (mmHg) 354+11,6 40,4+13,6 50,7+12,9 22+8 < 0,001
S/D 1,28 +0,58 0,64+0,21 0,30+£0,13 1,42+045 < 0,001

A: velocidad de la onda de flujo transmitral maxima tardia diastélica; CRVIe: constante de rigidez ventricular izquierda estimada; DD: disfuncion diastdlica; E/E’ja¢.meq: Indice
de llenado ventricular izquierdo basado en las velocidades medias del Doppler tisular del anillo valvular mitral lateral y medial; E: velocidad de la onda de flujo transmitral
maxima temprana diastélica; FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo; IMVI: indice de masa ventricular izquierda; IVAI: indice de volumen auricular izquierdo;
PAPS: presion arterial pulmonar sistélica; TD: tiempo de desaceleracion; S/D: cociente de velocidades de onda sistdlica frente a diastoélica en el flujo venoso pulmonar.

Los valores expresan media & desviacién estandar.

Tabla 3

Valores de pLOXc, citocinas profibrogénicas, hormonas y biomarcadores del
recambio del colageno en el grupo total de pacientes

Valores de los biomarcadores

Variables Pacientes (n=85) Controles (n=51) p
pLOXc (ng/ml) 40,16+12,30 8,03+225 < 0,001
BNP (pg/ml) 422,20+618,686 54,5+14,2 < 0,001
Gal-3 (ng/ml) 21,29+9,15 8,79+6,59 < 0,001
sST2 (ng/ml) 136,62 + 37,80 34,91+1598 < 0,001
GDF-15 (ng/ml) 8,16+3,13 1,03+0,23 < 0,001
TGFB (ng/ml) 9,56+2,81 1,40+0,90 < 0,001
TnT-as (ng/ml) 0,020+ 0,034 0,005 -+ 0,002 0,008
MMP-2 (ng/ml) 480,40 +3.581,44 470,80+ 234,36 NS
MMP-9 (ng/ml) 782,83 +£201,8 189,47 + 16,94 < 0,001
PICP (ng/ml) 32,91+2348 12,12 43,92 < 0,001
PIIINP (ng/ml) 15,83 +31,96 14,35+1,61 NS
ICTP (ng/ml) 17,65+16,17 3,90+1,42 < 0,001
TIMP-1 (ng/ml) 247,05+ 156,14 256,80+ 57,44 NS

BNP: péptido natriurético cerebral; Gal-3: galectina-3; GDF-15: factor de
diferenciacion del crecimiento-15; ICTP: telopéptido de colageno I carboxiterminal;
MMP: metaloproteinasa de matriz; PICP: propéptido de procolageno I carboxi-
terminal; PIIINP: propéptido de procolageno Il aminoterminal; pLOXc: prolisil-
oxidasa circulante; sST2: receptor de tipo toll/interleucina 1 tipo II soluble; TGF[3:
factor de crecimiento transformador beta; TIMP-1: inhibidor tisular de metalo-
proteinasa-1; TnT-as: troponina T de alta sensibilidad.

Los valores expresan media & desviacién estandar.

Tabla 4

tabla 3 y la tabla 4. Debe resaltarse que nuestros pacientes (y en
especial los que presentan una DD mas avanzada [tipos II-IV])
mostraron un aumento inequivoco de las concentraciones de
pLOXc en comparaciéon con los controles (pLOXc, 40,16 + 12,30
frente a 8,03 + 2,25 ng/ml; p < 0,001) (figura 1).

Resultados de la evaluacion hemodinamica y fisiopatologica
de la prolisil-oxidasa circulante

Se confirmd la existencia de correlaciones de Pearson positivas
con una significacion débil entre la pLOXc y las variables que
reflejan aumento de las presiones de llenado del VI (cociente E/E’) y
rigidez miocardica (constante de rigidez del VI estimada) en el
conjunto del grupo con ICFEc-HM (respectivamente, R=0,411;
p=0,005, y R=0,450; p = 0,003) (figura 2).

Por lo que se refiere al andlisis de asociacion de la pLOXc, la
concentracion de la proenzima mostrd correlaciones de Pearson
directas con los siguientes biomarcadores: galectina-3, receptor
de tipo toll/interleucina 1 tipo II soluble, factor de crecimiento
transformador beta, propéptido de procolageno I carboxiterminal y
BNP (datos no presentados), aunque solo la galectina-3 conservd
una relacion independiente significativa (3 = 0,688; p < 0,001) en
un modelo ajustado en el que el BNP tenia también una correlacion
negativa (tabla 5 A). En relacidon con las correlaciones indepen-
dientes de la pLOXc dentro de cada subgrupo hemodinamico, solo
unas pocas de ellas fueron relevantes en el andlisis multivariable

Valores de las citocinas relacionadas con la fibrosis y de péptido natriurético cerebral en cada subgrupo hemodinamico

Diferencias en los valores de citocinas relacionadas con la fibrosis y BNP

Variables DD I (n=32) DD II (n=22) DD III/IV (n=31) p

pLOXc (ng/ml) 36,05+17,45 44,42 +19,58 46,83 +31,85 0,029 (0,034)
Gal-3 (ng/ml) 18,68 +4,19 23,83+7,46 25,72 +14,10 0,026 (0,028)
sST2 (ng/ml) 128,04 +40,04 134,67 +39,89 139,35+ 59,81 NS

TGFB1 (ng/ml) 9,11+2381 9,63+2,48 9,74 +3,45 NS

GDF-15 (ng/ml) 7,61+2,55 8,70+2,86 8,52+3,37 NS

BNP (pg/ml) 227,78 +119,11 425,46 +224,10 570,83 +419,81 0,002 (0,002)

BNP: péptido natriurético cerebral; DD: disfuncion diastélica; Gal-3: galectina-3; GDF-15: factor de diferenciacién del crecimiento-15; pLOXc: prolisil-oxidasa circulante;
sST2: receptor de tipo toll/interleucina 1 tipo II soluble; TGFB1: factor de crecimiento transformador beta 1.

Los valores expresan media + desviacién estandar.
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Figura 1. Diagrama de caja (box and whisker) de las concentraciones de
pLOXc de los pacientes con insuficiencia cardiaca y fraccion de eyeccion
conservada hipertensiva-metabdlica (n = 85)y los controles (n = 51) (diagrama
convencional de valores extremos, mediana, intervalo y valores atipicos).
pLOXc: prolisil-oxidasa circulante.

(tabla 5 B). De manera resumida, en el subgrupo de DD tipo I, la
pLOXc mostré una correlacién negativa con el BNP (B =-0,660;
p =0,002), pero no con la galectina-3 (figura 3 A y figura 3 B). En
cambio, en el grupo de pacientes con DD de II-1V, solo la galectina-
3 mostrd una sustancial relacion positiva con la pLOXc (3 = 0,781;
p < 0,001) (figura 3 C y figura 3 D). Los demas biomarcadores no
mostraron asociacioén significativa con la pLOXc.

Resultados de la evaluacion clinica de la prolisil-oxidasa
circulante

Al finalizar el periodo de seguimiento de 1 afio, un total de
21 pacientes (24,7%) habian sido rehospitalizados por una
descompensacion aguda de la IC como minimo en una ocasion y
dados de alta después, y otros 10 (11,7%) habian fallecido por
causas cardiovasculares. El analisis de supervivencia de Kaplan-
Meier de los participantes divididos en terciles de concentracién de
pLOXc mostro diferencias significativas en la tasa de mortalidad a
los 12 meses cuando las concentraciones de pLOXc eran > 52,20
ng/ml (resultados no presentados) (log-rank test = 4,45; p = 0,034).

140,00
120,00 &

100,00 y=3,1211x + 15,267 &

R=0,41163
(p=0,005)

80,00

60,00

pLOXc (ng/ml)

40,00

20,00

0,00

Cociente E/E’

En consecuencia, este valor de corte puede usarse como un
discriminador del riesgo de mortalidad discreto pero identificable.
No obstante, después de introducir un ajuste respecto a las
variables clinicas, bioquimicas y ecograficas, el analisis de
regresion de riesgos proporcionales de Cox puso de manifiesto
que la pLOXc tenia valor prondstico independiente como parte de
un modelo optimizado que incluia el BNP y la galectina-3 como
biomarcadores copredictivos mas claros a los 12 meses (cpLOX,
hazard ratio [HR] = 1,360; intervalo de confianza del 95% [1C95%],
1,126-1,638, p=0,046; galectina-3, HR=1,923; 1C95%, 1,022-
2,853, p=0,009; BNP, HR = 2,976; 1C95%, 1,210-4,216; p < 0,001).

DISCUSION

Perspectiva general respecto a la lisil-oxidasa miocardica en la
insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion conservada
hipertensiva-metabdlica

En ausencia de informacion acerca de la LOX circulante en el
ambito clinico de la IC-FEc, nuestros resultados confirman un
aumento sustancial de las concentraciones de la proenzima en este
trastorno; este aumento fue mas pronunciado cuando habia una
DD avanzada. En conjunto, estas cifras son totalmente compatibles
con las observaciones moleculares previas de una expresion de la
LOX aumentada en el tejido miocardico de los pacientes
hipertensos'® y respaldan también el concepto de que un proceso
fibrotico catalizado por la LOX e impulsado por diferentes
hormonas y citocinas constituye uno de los elementos clave en
el desarrollo de la ICFEc-HM?°-?3, No obstante, hay que expresar
ciertas reservas respecto a que la sobreexpresion de la LOX y el
depdsito de colageno I sean el mecanismo especifico, mediado por
la LOX, de una mala distensibilidad cardiovascular en diferentes
circunstancias anatomopatolégicas. Por ejemplo, Chen et al.?*
observaron que los indices de rigidez arterial aumentados en los
pacientes obesos se traducian en una disminuciéon de las
concentraciones séricas absolutas de LOX, lo cual indica que la
expresion excesiva de varios productos y el estrés oxidativo que se
observan habitualmente en los pacientes obesos sintomaticos
pueden causar una falta de maduracion de la LOX, acompaiiada de
fragmentacion de la elastina y pérdida de la distensibilidad arterial.
Asi pues, parece haber un equilibrio entre el depdsito de colageno I
rigido y la formacién de elastina distensible en situaciones
fisiologicas. Por lo tanto, se presume que no solo ciertos trastornos
cardiovasculares, como la miocardiopatia dilatada o la reestenosis
de aloinjertos coronarios®’, sino también la ICFEc-HM podrian ser
consecuencia de un aumento de la LOX que cause una acumulacion
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Figura 2. Evaluacion hemodindmica de la pLOXc: correlaciones bivariables (Pearson) entre la pLOXc y las variables hemodindmicas en el grupo de pacientes (con las

lineas de tendencia exponenciales). pLOXc: prolisil-oxidasa circulante.
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Tabla 5
Resultados de la evaluacion fisiopatoldogica de la pLOXc en el conjunto de la cohorte (A) y en cada subgrupo de disfuncién diastolica (B)
A. Anilisis de regresion lineal multivariable general (n=85)
Variables B p
pLOXc-Gal-3 0,688 < 0,001
pLOXc-sST2 0,243 0,050
pLOXc-TGF-R1 0214 0,068 (NS)
pLOXc-GDF-15 0,137 0,125 (NS)
pLOXc-BNP -0,401 0,019
B. Andlisis de regresion lineal multivariable diferencial
Variables DD I (n=32) DD I (n=22) DD III/IV (n=31) DD II/IV (n=53)
B P B p B P B p
pLOXc-Gal-3 0,122 NS 0,661 0,005 0,910 < 0,001 0,781 < 0,001
pLOXc-sST2 0,203 NS 0,200 NS 0,317 0,040 0,238 NS
pLOXc-TGF-R1 0,146 NS 0,157 NS 0,313 0,041 0,230 NS
pLOXc-GDF-15 0,096 NS 1,304 NS 1,569 NS 0,145 NS
pLOXc-BNP -0,660 0,002 -0,176 NS -0,101 NS -0,158 NS

BNP: péptido natriurético cerebral; DD: disfuncién diastdlica; Gal-3: galectina-3; GDF-15: factor de diferenciacién del crecimiento-15; pLOXc: prolisil-oxidasa circulante;
sST2: receptor de tipo toll/interleucina 1 tipo II soluble; TGFR: factor de crecimiento transformador beta.
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Figura 3. Evaluacion fisiopatoldgica de la pLOXc dentro de cada subgrupo de DD (andlisis multivariable de algunos valores de biomarcadores seleccionados en
pacientes con DD de grado I en comparacion con los pacientes de grados Il a IV). Ay B: correlaciones entre la pLOXc y el BNP; Cy D: correlaciones entre la pLOXc y
la galectina-3; se muestra también la tendencia exponencial en los grados Il a IV (linea a trazos). BNP: péptido natriurético cerebral; DD: disfuncién diastdlica;

Gal-3: galectina-3; pLOXc: prolisil-oxidasa circulante.

0 exceso absoluto de colageno I rigido. Sin embargo, en otros
trastornos como la rigidez adrtica grave en pacientes obesos sin
insuficiencia cardiaca sintomatica, la pérdida de distensibilidad
vascular puede deberse a una expresion enzimatica insuficiente
que cause una produccién escasa de elastina y abundancia relativa
de colageno 1.

Posibles mecanismos del control humoral de la lisil-oxidasa
miocardica en la insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion
conservada hipertensiva-metabolica

Teniendo en cuenta los estudios previos que han demostrado la
presencia de células inflamatorias en el miocardio humano en



414 B. Murioz Calvo et al./Rev Esp Cardiol. 2019;72(5):407-415

insuficiencia, en general se ha aceptado que la fibrosis por colageno
conlleva una respuesta a estimulos fisicoquimicos especificos que
se producen a través de hormonas y citocinas?®. Sin embargo, es
poco lo que se sabe acerca del mecanismo especifico de la
regulacion humoral de la LOX miocardica in vivo, ya que la mayor
parte de los estudios sobre la fisiologia de la LOX fueron
histoquimicos y moleculares o como resultado de experimentos
realizados en una linea tumoral de miocardiocitos auriculares de
ratéon?’. Asi pues, la notable correlacién observada entre la pLOXcy
la galectina-3 apunta a la posible existencia de un mecanismo de
estimulacién humoral dependiente de la galectina-3 para las vias
de sefializaciéon de transcripcion de la LOX cardiaca, lo cual
concuerda con lo ya demostrado con el homoélogo LOX-2 en
animales de experimentacion®®. Ademas, teniendo en cuenta que
los macroéfagos vasculares son la principal fuente de galectina-3 y
que los ratones con supresion de linfocitos T y macr6fagos carecen
de actividad de LOX?®, para explicar nuestros resultados se puede
sostener que la galectina-3 desempefia un papel clave en la
regulacion de la sintesis de la LOX cardiaca. Desde un punto de
vista finalista, se podria especular incluso con la posibilidad de que
la notable asociacién negativa independiente del BNP con la pLOXc
que se detect6 en los casos con un deterioro simple de la relacion
del miocardio pudiera reflejar los efectos antifibroticos del BNP
para contrarrestar las concentraciones plasmaticas de hormonas y
citocinas fibrogénicas superiores a lo normal®’.

En resumen, nuestros resultados concuerdan con que: a) la
formacion del colageno I organizado tiene su origen en el inicio de la
DD a pesar de los efectos del BNP; b) la galectina-3, mas que
cualquier otra citocina, puede tener una influencia crucial en la
fibrosis cardiaca mediada por la LOX a medida que progresa el
deterioro hemodinamico, y c¢) por lo que respecta al mecanismo de
accion, el BNP y la galectina-3 podran tener efectos reguladores
opuestos en la LOX cardiaca a todo lo largo de la evolucién natural de
la ICFEc-HM. En otras palabras, se podria asumir que la rigidez
miocardica (que es una caracteristica distintiva esencial de la ICFEc-
HM?!) depende de la formacién temprana de enlaces cruzados del
colageno I y que ello adquiere mayor relevancia cuando predomina
la regulacion al alza de la LOX mediada por la galectina-3.

Valor pronéstico de la prolisil-oxidasa circulante en la
insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion conservada
hipertensiva-metabolica

La poca exactitud de la pLOXc como biomarcador para
proporcionar una informaciéon pronéstica relevante en compara-
cién con la de otros biomarcadores cardiacos>? limita la utilidad de
determinarla en la practica clinica. No obstante, esta ausencia de
un valor predictivo potente en la IC-FEc resalta indirectamente que
la fibrosis rigida del corazén (que cabe presumir a la vista de los
valores de pLOXc) parece progresar a partir de la ICFEc-HM de tipo |
relativamente benigna hacia los estadios de DD finales y de
maxima gravedad. Sin embargo, dado que las concentraciones de
pLOXc > 52,2 ng/ml se asociaron con un aumento de la mortalidad
a los 12 meses en nuestra serie, no es contradictorio plantear la
hipétesis de que cuanto mayores sean las cifras de la enzima, mas
grave es el deterioro de la funcion diastélica y, por lo tanto, mas
negativo es el pronostico general. La posibilidad de que la pLOXc
pueda llegar a ser un biomarcador pronéstico ttil en la ICFEc-HM
debera determinarse con un andlisis comparativo del area bajo la
curva (estadistico C) en futuros estudios con cohortes de pacientes
mas amplias.

Limitaciones

Este trabajo tiene algunas limitaciones claras, aunque son
similares a las de cualquier estudio de observacion, descriptivoy
de un solo centro. En primer lugar, no se puede descartar que haya
factores de confusion no medidos como posible explicacion
alternativa de los resultados obtenidos. Ademads, el tamafio
relativamente pequeflo de nuestras muestras hace que sea
dificil extraer conclusiones firmes acerca de los objetivos del
estudio. En segundo lugar, aunque se hizo lo posible por evaluar
solo a individuos estables sin enfermedades fibroticas tipicas,
muchos de ellos eran ancianos con comorbilidades no criticas que
podrian haber tenido un medio interno profibrético (p. ej.,
fibrilacion auricular, enfermedad arterial periférica asintoma-
tica/cerebrovascular crénica, insuficiencia renal no avanzada,
artrosis). Asi pues, nuestros resultados deben interpretarse con
precaucion. Por Gltimo, no se pudo comparar las concentraciones
de proenzima en pacientes sin ICFEc-HM vy, por consiguiente,
seran necesarios futuros estudios con un mayor nimero de
muestras mas diversas para evaluar la pLOXc en otros fenotipos
de IC-FEc.

CONCLUSIONES

La presunta sobreexpresion de la LOX miocardica en la ICFEc-
HM ordinaria en estadio C no isquémica se acompaiia de altas
cifras de pLOXc, en especial cuando los pacientes sufren una DD
avanzada. Estos valores muestran una correlacién moderada con
las presiones de llenado del VI estimadas y con la rigidez del
miocardio, y tienen cierto valor predictivo clinico a los 12 meses.
Segiin nuestro modelo de analisis de asociacion, la actividad de
la LOX en el proceso de la fibrosis cardiaca podria ser impulsada
principalmente por la galectina-3, cuando el aumento de la
presion de llenado del VI es evidente. Ademas, nuestros
resultados indican que podria haber un mecanismo de contra-
rregulacion de la LOX dependiente del BNP en la ICFEc-HM. Sin
embargo, este mecanismo acaba resultando insuficiente para
impedir la acumulacién constante de colageno I inducida por la
galectina-3. Sea cual fuere el alcance que tengan las consecuen-
cias de nuestras observaciones, debe resaltarse que estas
consideraciones fisiopatolégicas son hipotesis l6gicas basadas
en nuestras observaciones, que deben confirmarse en futuros
estudios con cohortes mas amplias y con un estudio molecular
adicional. En este mismo sentido, creemos que tanto el BNP como
la galectina-3 merecen una atencion especial como reguladores
de efectos opuestos en la actividad enzimatica a lo largo de toda
la evolucion natural de la ICFEc-HM y como dianas especificas
para una intervencion farmacoloégica antifibréotica en un futuro
cercano.
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(QUE SE SABE DEL TEMA?

- La fibrosis miocardica intersticial es un proceso clave
que acompaiia a la IC-FEc; la disposicion de las fibras de
colageno es consecuencia de la accion de la LOX; esta
enzima se expresa abundantemente en el tejido
miocardico de los pacientes hipertensos.

- Las concentraciones de LOX son casi desdefiables en la
sangre de los individuos sanos; no hay informacion
sobre la LOX en plasma de los pacientes con IC-FEc.

- Se sabe que se produce una regulacion al alza de la LOX
en determinados modelos animales y en ciertos
trastornos cardiovasculares humanos (hipertrofia car-
diaca experimental, miocardiopatia dilatada, reesteno-
sis de aloinjerto coronario, fibrilacion auricular).

- La galectina-3 estimula las vias de sefializacion de la
transcripcion del homdlogo LOX-2 en animales de
experimentacion.

(QUE APORTA DE NUEVO?

- La ICFEc-HM de tipo comn, no isquémica, se acompafa
de altas concentraciones de pLOXc.

- La pLOXc se correlaciona con las presiones de llenado
del VI estimadas ecograficamente y con los parametros
de rigidez del miocardio.

- Enlos pacientes con IC-FEc, las altas concentraciones de
pLOXc muestran una correlacion inversa con el BNP en
los pacientes con un menor grado de DD, y una
correlacion directa con la galectina-3 si se produce un
patron de DD restrictivo.

- Aunque no tiene relevancia clinica, la concentracion de
pLOXc parece tener cierto valor predictivo a los 12 meses
en los pacientes con IC-FEc.
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