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ABREVIATURAS

- ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics.
- AFA: el acortamiento fraccional de area.

- ARCS: Anomalias regionales de la contractilidad segmentaria.
- BRDHH: bloqueo de rama derecha del haz de His.

- BRIHH: bloqueo de rama izquierda del haz de His.

- BV: biventricular.

- CDH2: gen CDH2, codifica la proteina cadherina.

- CTNNA3: gen CTNNA3, codifica la proteina alpha-catenina T.
- D: desmosomal.

- DAI: desfibrilador automatico implantable.

- DAVD: displasia arritmogénica del ventriculo derecho.

- DES: gen DES, codifica la proteina desmina.

- DM: dispersién mecanica.

- DSP: gen DSP, codifica la proteina desmoplaquina.

- DSG2: gen DSG2, codifica la progeina desmogleina 2.

- DSC2: gen DSC2, codifica la proteina desmocolina 2.

- ECG: electrocardiograma.

- EV: extrasistolia ventricular.

- ETT: Ecocardiografia transtoracica.

- FEVI: fraccion de eyeccidn sistélica del ventriculo izquierdo.
- FEVD: fraccion de direccion sistélica del ventriculo derecho.
- FLNC: gen FLNC, codifica la proteina filamina C.

- FC: frecuencia cardiaca.

- FV: fibrilacién ventricular.

- HD: tincién de Heidenhain con hematoxilina.

- HE: tincidon de hematoxilina-eosina.

- JUP: gen JUP, codifica la proteina placoglobina.

- LMNA: gen LMNA, codifica la proteina lamina A/C.

- lpm: latidos por minuto.

- m2: metro cuadrado.
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- ms: milisegundos.

- MA: miocardiopatia arritmogénica.

- mL: mililitros.

- mL/m?: mililitros por metro cuadrado.

- MAVD/D: miocardiopatia arritmogénica de ventriculo derecho/displasia.
- MS: tincién de tricrdmico de Masson.

- MSC: muerte subita cardiaca.

- N: negativo.

- ND: no desmosomal.

- NGS: next generation sequencing.

- NYHA: clase funcional segun la New York Heart Association.
- PKP2: Gen PKP2, codifica la proteina placofilina 2.

- PLN: Gen PLN, cofifica la proteina fosfolamban.

- PS: tincidn Picrosirius.

- TV: taquicardia ventricular sostenida.

- TVNS: taquicardia ventricular no sostenida.

- RET: tincidn de plata de Gomori.

- RYR2: gen RYR2, codifica la proteina ryanodina 2.

- RMC: resonancia magnética cardiaca.

- RTG: relace tardio de gadolinio.

- SCN5A: gen SCN5A, codifica la proteina Nav 1.5.

- SGL: strain global longitudinal.

- TGFB3: gen TGFB3, codifica el factor de crecimiento TGF-beta 3.
- TMEMA43: gen TMEMA43, codifica la proteina luma.

- TP63: gen TP63, codifica la proteina P63.

- TTN: gen TTN, codifica la proteina titina.

- TVNS: taquicardia ventricular no sostenida.

- TVS: taquicardia ventricular monomorfa sostenida.

- VD: ventriculo derecho.

- VI: ventriculo izquierdo.

- VTDVIi: volumen telediastdlico de ventriculo izquierdo indexado.
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RESUMEN

La miocardiopatia arritmogénica es una enfermedad del musculo cardiaco
determinada genéticamente caracterizada por la sustitucién progresiva del
miocardio sano por tejido fibroadiposo, lo que predispone al desarrollo de arritmias
ventriculares ventriculares malignas e insuficiencia cardiaca. Aunque inicialmente
fue descrita como una patologia con afectacién exclusiva de ventriculo derecho
(displasia arritmogénica de ventriculo derecho), hoy en dia engloba un espectro mas
amplio con afectacion también de ventriculo izquierdo y biventricular, siendo el
término actual mas extendido el de miocardiopatia arritmogénica.

Gracias al avance en el diagndstico genético, actualmente se conocen
alrededor de 16 genes involucrados en la patogénesis de la enfermedad, siendo 5
de ellos responsables de proteinas que conforman el desmosoma (genes
desmosomales), estructura cuya funcién principal es mantener la unién intercelular.
El resto de genes (genes no desmosomales) codifican proteinas de distintas
estructuras celulares (citoesqueleto, envoltura nuclear, canales, ..) que estan
involucradas directa o indirectamente en mecanotransduccién celular, por lo que
mutaciones que condicionen proteinas defectuosas a este nivel pueden condicionar
la pérdida de esta microarquitectura dando lugar a muerte celular y acumulo de
fibrosis.

Se trata de una de las principales causas de muerte subita en menores de 35
afios y deportistas de élite, siendo ésta con frecuencia la primera manifestacion de
la enfermedad en fases tempranas de la historia natural. Por tanto, lograr un
diagnéstico precoz es crucial no solo para identificar y estratificar el riesgo del
paciente en estudio, sino también en beneficio de aquellos familiares afectos por la
enfermedad. Para su correcta deteccion es fundamental la combinaciéon de
variables obtenidas mediante técnicas de imagen cardiaca (ecocardiografia
transtordcica (ETT) y resonancia magnética cardiaca (RMC)), alteraciones
electrocardiograficas de la despolarizacién y repolarizacion, la identificacion de

arritmias ventriculares, el andlisis genético e histopatoldgico.
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Buscando caracterizar mejor esta enfermedad, uniendo genética y
diagnodstico por la imagen, la hipdtesis de esta Tesis Doctoral es estudiar la
capacidad de las nuevas técnicas de imagen cardiaca multimodalidad en el
diagnéstico y prondstico de los pacientes con miocardiopatia arritmogénica. Se han
marcado como objetivos estudiar la correlacion genotipo-fenotipo mediante RMC,
el valor prondstico de las técnicas de deformacion miocardica a través de ETT, asi
como una descripcidn histopatoldgica de casos con fenotipo biventricular en
portadores de mutaciones en genes no desmosomales.

Para la correlacién genotipo-fenotipo se caracterizaron a los pacientes
mediante variables clinicas, historia familiar, eventos arritmicos, andlisis
histopatoldgico, asi como estudio genético (clasificdndose en portadores de
mutaciones en genes desmosomales, no desmosomales y negativos). A todos ellos
se les realizé analisis morfo-funcional de las cavidades cardiacas mediante RMC y
caracterizacion tisular mediante técnica de realce tardio con gadolinio (RTG)
evaluando presencia, patron, localizacion y extensidon del realce. El analisis de
deformacién miocardica se realizé mediante strain global longitudinal (SGL)
especifico por capa miocdrdica de ventriculo izquierdo en ETT, de modo que se
analizé su capacidad predictiva para identificar pacientes con marcadores de riesgo
arritmico (arritmias ventriculares, RTG, genética).

Al finalizar el estudio se pudieron extraer las siguientes conclusiones:

- Los pacientes con miocardiopatia arritmogénica presentaron
frecuentemente realce tardio en RMC de la pared inferolateral del ventriculo
izquierdo, aunque con diferente expresién morfo-funcional en funcién de la
genética subyacente, observando un patrén de realce caracteristico anular extenso
en ventriculo izquierdo principalmente en aquellos portadores de mutacion en el
gen DES, asi como una mayor tendencia de RTG en ventriculo derecho en
portadores de mutaciones en genes desmosomales.

- El andlisis de SGL por capa miocardica especifica de ventriculo izquierdo
identificd a pacientes con marcadores de riesgo arritmico, siendo el mejor predictor

el SGL de la capa epicardica.
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- Se ha observado un marcado aumento de tejido conectivo intersticial y del
espacio intercelular en muestras histoldgicas de ventriculo izquierdo de portadores

de mutaciones en genes no desmosomales.
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ABSTRACT

Arrhythmogenic cardiomyopathy is a genetically determined disease of the
heart muscle characterised by the progressive replacement of healthy myocardium
with fibroadipose tissue, predisposing to the development of malignant ventricular
arrhythmias and heart failure. Although it was initially described as a pathology
exclusively affecting the right ventricle (arrhythmogenic right ventricular dysplasia),
today it encompasses a broader spectrum, also affecting the left ventricle and both
ventricles, being the most widespread current term arrhythmogenic
cardiomyopathy.

Throughout advances in genetic diagnosis, around 16 genes are currently
known to be involved in the pathogenesis of the disease, 5 of which are responsible
for proteins that constitute the desmosome (desmosomal genes), a structure whose
main function is to maintain intercellular junctions. The remaining genes (non-
desmosomal genes) encode proteins of different cellular structures (cytoskeleton,
nuclear envelope, channels, ...) that are directly or indirectly involved in cellular
mechanotransduction, so that mutations that condition impaired proteins at this
level can lead to the loss of this microarchitecture, resulting in cellular death and
accumulation of fibrosis.

It is one of the leading causes of sudden cardiac death in people under 35
years of age and elite athletes, and is often the first manifestation of the disease in
early stages of its natural history. Therefore, early diagnosis is crucial not only to
identify and stratify the risk of the patient under assessment, but also for the
detecting family members affected by the disease. The combination of variables
obtained by cardiac imaging techniques (transthoracic echocardiography (TTE) and
cardiac magnetic resonance imaging (CMR), electrocardiographic depolarisation
and repolarization disorders, identification of ventricular arrhythmias, genetic and
histopathological analysis are essential for correct diagnosis.

In order to better characterise this disease, combining genetics and
diagnostic imaging, the hypothesis of this PhD Programme is to study the capacity

of new multimodality cardiac imaging techniques in the diagnosis and prognosis of
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patients with arrhythmogenic cardiomyopathy. The objectives are to study the
genotype-phenotype correlation by CMR, the prognostic value of myocardial
deformation techniques by TTE, as well as a histopathological description of cases
with biventricular phenotype in carriers of mutations in non-desmosomal genes.

For genotype-phenotype correlation, patients were characterised by clinical
variables, family history, arrhythmic events, histopathological analysis, as well as
genetic study (classified as carriers of desmosomal, non-desmosomal and negative
gene mutations). All patients underwent morpho-functional analysis of the cardiac
chambers by CMR and tissue characterisation by late gadolinium enhancement
technique (LGE), assessing its presence, pattern, location and extension. Myocardial
deformation analysis was performed by global longitudinal strain (GLS) specific for
each myocardial layer of the left ventricle in TTE, so that its predictive capacity to
identify patients with arrhythmic risk markers (ventricular arrhythmias, LGE,
genetics) was analysed.

At the end of the study, the following conclusions could be drawn:

- Patients with arrhythmogenic cardiomyopathy frequently presented late
enhancement in CMR of the inferolateral wall of the left ventricle, although with
different morpho-functional expression depending on the underlying genetics,
observing a characteristic extensive annular enhancement pattern in the left
ventricle mainly in those carriers of mutation in the DES gene, as well as a greater
tendency of LGE in the right ventricle in carriers of mutations in desmosomal genes.

- The layer-specific GLS assessment identified subjects with high-risk
arrhythmic markers, being epicardial GLS the best predictor for detecting
arrhythmic risk factors.

- A marked increase in interstitial connective tissue and intercellular space
has been observed in histological samples of left ventricle from carriers of

mutations in non-desmosomal genes.
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2. INTRODUCCION
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INTRODUCCION

MIOCARDIOPATIA ARRITMOGENICA

La miocardiopatia arritmogénica (MA) es una enfermedad primaria del
musculo cardiaco de base genética, caracterizada por la sustitucion progresiva del
miocardio sano por tejido fibro-adiposo (1). Este tejido de reemplazo altera la
propagacion del impulso eléctrico por las células musculares cardiacas
(cardiomiocitos), lo que favorece el desarrollo de arritmias ventriculares malignas,
con el consiguiente riesgo de muerte subita.

La primera descripcion oficial de la enfermedad se atribuye a Marcus F. y
cols. (2) quienes publicaron en el afio 1982 una serie de 24 pacientes caracterizados
con electrocardiograma (ECG), ecocardiografia (ETT), angiografia y analisis
anatomo-patoldgico. Con este estudio se plasmé el primer esbozo de una nueva
entidad que pasdé a denominarse displasia arritmogénica de ventriculo derecho
(DAVD) por su afectacidon predominante de esta cdmara cardiaca. Los individuos de
esta serie eran adultos jovenes con palpitaciones o sincope, que habian presentado
episodios de taquicardia ventricular con morfologia de bloqueo de rama izquierda
del haz de His (BRIHH) y ondas T invertidas en derivaciones precordiales derechas

en el ECG basal. Desde el punto de vista morfolégico, exhibian dreas de dilatacion o

aneurismas en determinadas zonas del ventriculo derecho (VD) como son el tracto

ARTERIA
PULMONAR

AURICULA
DERECHA

REGION
INFUNDIBULAR

—”i ‘K ’-
'
REGION S " p— ' .
SUBTRICUSPIDEA ~ -7 TRIANGULO | VENTRICULO
-
|}
\}

4 DE LA 1ZQUIERDO
% DISPLASIA

-
=27

1
_______ \ \
VENTRICULO e ~%/
DERECHO
APEX

Figura 1. Esquema del corazon visto desde la cara del ventriculo derecho, donde se representa el “Triangulo de la
Displasia” marcdndose con una estrella las regiones frecuentemente afectadas por la enfermedad.
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(Figura 1), en las que en el andlisis microscopico mostraban zonas de
adelgazamiento e infiltracion grasa.

Aunque la evidencia mds contundente proviene de los ultimos 30-40 afos,
se teoriza que los primeros datos de la enfermedad se remontan al afio 1728, siendo
el anatomista Giovanni Maria Lancisi quien observé en la autopsia de 2 miembros
de la misma familia (abuelo y nieto) con muerte subita inexplicada, la misma
anomalia cardiaca, observando “la cavidad derecha del corazon era mds grande que
lo que un pufio cerrado pudiera rellenar” (3).

Ahora bien, no es hasta 1968 cuando emerge la primera caracterizacién
fehaciente de la infiltracidn fibro-adiposa del VD a través del estudio anatomo-
patologico de 5 casos en los que se describe un ventriculo derecho de “paredes
delgadas como el papel” (4).

Hasta su descripcidn contemporanea son muchos los casos de pacientes con
dilatacién de VD y muerte subita, en los que en la autopsia se habian clasificado
erroneamente como anomalia de Uhl (5), una patologia congénita caracterizada por
la ausencia completa del miocardio del VD. En contraposicién a la anomalia de Uhl,
uno de los principales elementos que se encontraron en autopsia fueron areas de
sustitucidn del miocardio sano por tejido fibroadiposo, un hallazgo caracteristico de
la DAVD (6).

Pese a ser un componente muy indicativo de DAVD, es preciso sefialar que
la infiltracidn grasa se puede encontrar en otros escenarios clinicos. A nivel del VD,
se puede identificar hasta en el 50% de sujetos sanos de edad avanzada con
cardiomiocitos desplazados, sin evidencia de fibrosis ni inflamaciéon. Ademas, con
frecuencia individuos obesos exhiben un acumulo de grasa epicardica, conocida

como adipositas cordis, y sin relacién alguna con la DAVD (5).
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La definicion y caracterizacion de la DAVD ha ido evolucionando durante las
3 Jdltimas décadas desde su descripcién original. Los ultimos datos clinicos y
anatomo-patoldgicos han arrojado luz en el estudio de la enfermedad, mostrando
no soélo afectacién de VD, sino también del ventriculo izquierdo (VI) en mas de tres
cuartas partes de los casos (7,8), especialmente en su pared libre lateral e
inferolateral, ampliando la extensidn territorial patolégica del cldsico tridangulo de

la displasia (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del corazon desde la cara del ventriculo derecho, donde se representa la vision actual de la

afectacion cardiaca por la miocardiopatia arritmogénica, marcdndose con una estrella las regiones
frecuentemente afectadas por la enfermedad. VI: Ventriculo Izquierdo.

Dado su amplio espectro fenotipico, es por ello que hoy en dia se prefiere el
término miocardiopatia arritmogénica (MA), que engloba no sélo la afectacion de
VD, sino la afectacion de VI y biventricular, que en muchas ocasiones puede dominar
el fenotipo de la enfermedad (7).

La definicion mas actual establece la MA como aquella enfermedad del
musculo cardiaco (afecte a VD, VI o ambos) caracterizada a nivel microscépico por
el reemplazo fibrético o fibro-adiposo, a nivel macroscdpico por alteraciones
regionales o globales de la contractilidad, y que predispone al desarrollo de
arritmias ventriculares malignas independientemente de la funcidén sistdlica

ventricular (9).
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FPIDEMIOLOGIA

Del mismo modo que el resto de miocardiopatias, la epidemiologia de la MA
es compleja, pero ademads se encuentra muy influenciada por su origen genético. La
prevalencia real de la enfermedad se desconoce, aunque se estima que puede
aproximarse a 1 de cada 2000-5000 sujetos adultos (10). Esta variabilidad puede
deberse a diversos factores: diagndstico erréneo en estudios de autopsia en
muertes subitas inexplicadas, heterogeneidad geografica, grado de consanguinidad,
etc. La prevalencia actual estimada es mayor en mujeres que en hombres con una
relacion 1.9:1 (11), siendo el debut clinico habitualmente entre los 20 y 40 afios. En
poblacién pediatrica, el comienzo de los sintomas es raro antes de los 10 afios de
edad, oscilando la media en los casos reportados en torno a los 15 afios (12,13).

Desde el punto de vista epidemioldgico, el estudio por autopsia supuso un
gran avance en el conocimiento de la enfermedad, observando que esta anomalia
era responsable de numerosos casos de muerte subita cardiaca (MSC) en < 35 afios
de la region de Veneto (Italia)(1). Tal fue su trascendencia que inicialmente se llegd
a postular que se trataba de una enfermedad endémica de Italia (1). Posteriormente
se han descrito casos en Reino Unido, Francia, Alemania, Espaiia y otras regiones de
Europa. Aunque a dia de hoy las principales series de MA provienen de Europa, en
otras regiones del mundo, como Africa o América, también se han identificado
pacientes con MA cuya incidencia y agresividad varia dependiendo de la genética
subyacente (14,15). Precisamente, en la regidon canadiense de NewFoundland, se
identificé una variante en el gen TMEMA43 (variante p.Ser358Leu) cuya penetrancia
es completa y con elevada incidencia de MSC en varones (16). Respecto a Asia,
aunque los datos son heterogéneos, se postula que la prevalencia de MA puede ser
incluso mayor a Europa, habiéndose descrito como la principal causa de MSC en
sujetos jovenes (42% del total) en regiones del sudeste de Corea (17).

Algunas variantes son endémicas de determinadas regiones, como las que
asocian MA vy alteraciones cutdneas en forma de queratodermia palmoplantar y
pelo lanoso, con herencia autosémica recesiva en los genes JUP y DSP, observadas

en la isla de Naxos en Grecia y regiones de Ecuador, respectivamente (15,18).
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En general, la heterogeneidad epidemiolégica de la MA es reflejo de la
diferente distribucion mundial de las distintas mutaciones genéticas responsables y

su penetrancia en la descendencia.

GENETICA

La MA es una enfermedad determinada genéticamente, cuya expresidon
fenotipica va a depender del tipo de gen y variante involucrados. La mayoria de las
variantes implicadas presentan una herencia autosémica dominante, de modo que
la posibilidad de transmitirlas a la descendencia es del 50%. Sin embargo, su
expresién va a variar en cada familia, donde en general se manifiesta con
penetrancia incompleta (19).

Globalmente, la penetrancia es Illamativamente baja para ser una
enfermedad con patrén de herencia mendeliano. En mutaciones en genes
desmosomales se ha descrito una penetrancia que sigue la regla del 1/3: un tercio
de la descendencia cumple criterios diagnésticos de MA, un tercio algunas
manifestaciones fenotipicas y tercio no presenta rasgos de la enfermedad (20).

Gracias al desarrollo de las técnicas de secuenciacion genética de nueva
generacion (Next-Generation Sequencing o NGS), el test genético es capaz de
identificar  variantes patogénicas o probablemente patogénicas en
aproximadamente en el 60% de los casos de MA (21,22). Actualmente el test
genético es una herramienta fundamental en el diagndstico de aquellos pacientes
con sospecha de MA, ya que constituye uno de los criterios diagndsticos de la
enfermedad determinados por el documento de la Task Force de 2010 (23).

Inicialmente, las primeras mutaciones causales se detectaron en genes
relacionados con aquellas proteinas responsables del anclaje y unidn intercelular, y
gue conforman una estructura celular denominada desmosoma, con funcidn crucial
en la uniéon mecdnica intercelular conectando los filamentos intermedios y
conformando una auténtica red citoesquelética. Esta relacién intercelular entre los
cardiomiocitos va a ser imprescindible para la contraccion mecanica y la conduccién
de los impulsos eléctricos (24). Estructuralmente el desmosoma esta conformado

principalmente por 5 proteinas: placofilina-2, placoglobina, desmoplaquina,
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desmocolina-2 y desmogleina-2, cuya codificacién genética viene determinada por
los genes PKP2, JUP, DSP, DSC2 y DSG2, respectivamente (25). La primera mutacion
identificada fue en el gen JUP, que codifica la proteina placoglobina, identificada
por Protononarios y cols, detectando la asociacion de esta cardiopatia con
alteraciones cutdneas como la queratosis palmo-plantar y pelo lanoso. A través de
su estudio, en 1998 identificaron 9 familias con la mutacion homocigota en el
genotipo 17921, con herencia autosémica recesiva, lo que finalmente se denomind
la Enfermedad de Naxos (26). Posteriormente, se fueron analizando genes
codificadores de otras proteinas desmosomales identificando mutaciones
patogénicas de la enfermedad en los genes DSP, PKP2, DSG2 y DSC2 (27-30). La gran
mayoria de las mutaciones presentan herencia autosdmica dominante con
penetrancia incompleta, con excepciones de herencia autosémica recesiva, con
mutaciones en el gen JUP (enfermedad de Naxos) y en el gen DSP (enfermedad de
Carvajal), asociadas con alteraciones cutdneas (15,26).

Aunque el 50% de las mutaciones en MA se han identificado en genes que
codifican proteinas del desmosoma. Se han reportado mutaciones causales en 12
genes mas que son responsables de distintas proteinas celulares (no
desmosomales). Estos genes codifican proteinas que forma parte de filamentos
intermedios (desmina —gen DES), enlaces con los filamentos de actina (filamina C —
gen FLNC), envoltura nuclear (lamina A/C — gen LMNA y LUMA — gen TMEMA43),
regulacién del calcio celular (fosfolamban — gen PLN), uniones adherentes o zonula
adherens (alpha-catenina T— CTNNA3 y N-cadherina — gen CDH2), sarcomero (titina
—gen TTN), factor de crecimiento transformante (TGF-beta 3 — gen TGFB3), canales
de sodio (Nav 1.5 — gen SCN5A) y del factor de transcripcion (P63 —gen TP63) (31—
42) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion de las distintas proteinas involucradas en la patogénesis de la miocardiopatia
arritmogeénica.

El tipo de mutacion genética va a determinar la expresién fenotipica de la
enfermedad (VD, VI o biventricular), y su agresividad desde el punto de vista
prondstico. Se ha observado que identificar variantes patogénicas en los genes PLN,
LMNA, FLNC o TMEMA43 confiere un riesgo aumentado de arritmias ventriculares
malignas y muerte subita (32,43,44). Tal es asi, que se puede considerar el implante
de desfibrilador automatico implantable (DAI) en prevencion primaria en pacientes
portadores de estas mutaciones de alto riesgo en las que concurran a otros factores
de riesgo de acuerdo con las ultimas guias de practica clinica (45).

El test genético no sélo va a posibilitar la identificacion de variantes
patogénicas del paciente en estudio (caso indice o probando), sino también el

analisis en cascada de los familiares (46) (Figura 4).
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Figura 4. Genes incluidos en el panel de andlisis de miocardiopatia arritmogénica. En azul se ilustran los genes
codificantes de las proteinas desmosomales y en naranja el resto de genes implicados en la patogénesis de la
enfermedad.

HISTOPATOLOGIA

Desde la perspectiva histopatoldgica se postulan diversos mecanismos en el
comienzo y desarrollo de la MA. Dependiendo de la mutacidn genética responsable,
la enfermedad se podra iniciar en una via patogénica determinada u otra, que
finalmente confluyen en la via final de muerte celular, reemplazo fibroadiposo,
fibrosis y atrofia tisular.

Aquellos genes que codifican proteinas que forman parte de los discos
intercalares comparten el mismo mecanismo. Sin embargo, el resto de genes
implicados en la MA presentan diversas vias patogénicas que finalmente comparten
la fase final de la enfermedad.

En la fisiopatologia de la MA juegan un papel fundamental los discos
intercalares, estructuras que mantienen la unién entre los cardiomiocitos. Se
componen por el drea composita que es fruto de la interconexién de los

componentes del desmosoma, las uniones adherentes y los canales idnicos (24).
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Mutaciones en los 5 genes desmosomales y en aquellos involucrados en las
uniones adherentes (genes CTNNA3 y CDH2) van condicionar la alteracién de la
estructura de los discos intercalares, lo que implica la pérdida de la unién
intercelular y en consecuencia la muerte celular y el depdsito de fibrosis de
reemplazo (47).

El anclaje celular no viene determinado Unicamente por los discos
intercalares, sino que las proteinas del citoesqueleto son cruciales en su funcién. En
este sentido, los filamentos intermedios de desmina van a interconectar el
desmosoma con los discos Z y las membranas celular y nuclear. En intima relacién
con los discos Z, se encuentran la filamina Cy el complejo LINC (formado por laminas
y LUMA) con interaccién con otros canales iénicos de membrana como la subunidad
Nav 1.5 del canal de sodio. Alteraciones en cualquier punto de esta compleja
microarquitectura va a condicionar no soélo una alteracidn estructural sino también
de la mecanotrasduccion celular, conllevando muerte celular y fibrosis intersticial
(16,48-51).

Tal y como se ha expuesto, el sustrato fisiopatoldgico final y fundamental en
la MA es la sustitucion progresiva del miocardio sano por tejido fibro-adiposo
asociando atrofia ventricular (47). No obstante, dado que el diagndstico por biopsia
del ventriculo derecho puede arrojar falsos negativos, se considera suficiente la
deteccién de fibrosis, con o sin reemplazo adiposo, junto con la presencia residual
de <75% de cardiomiocitos por andlisis morfométrico como criterio diagndstico de
la enfermedad (23). Ademas, las muestras histoldgicas suelen exhibir con frecuencia
multiples focos inflamatorios con infiltrados linfocitos, monocitos y macréfagos,
siendo el hallazgo caracteristico de la fase inflamatoria (“hot phase”) que suele
ocurrir durante periodos intermitentes de la historia natural de la MA, en los que
asocia dolor toracico y liberacion de troponinas (52-54).

Macroscépicamente la distribucion de la enfermedad se puede apreciar en
VD, VI o biventricular, inicialmente con extensidn parcheada asociandose
adelgazamiento parietal y formacidon de aneurismas, o bien afectacién difusa por
todo el miocardio en sus fases avanzadas. Ademas, la lesidn histoldgica suele

distribuirse con un gradiente desde el epicardio al endocardio, comenzando por la

31



Tesis Doctoral D. Segura Rodriguez

capa subepicdrdica del miocardio, con afectacién progresiva variable de la capa
mesocardica, llegando a extenderse por toda la pared (transmural) asociando

atrofia y adelgazamiento miocardico en estadios finales (47).

CLINICA

El espectro de la presentacidn clinica de la enfermedad puede oscilar desde
la ausencia de sintomatologia, a la presencia de arritmias ventriculares y muerte
subita. En general, se establecen cuatro fases en la historia natural de la MA: pre-

histoldgica, silente, pre-sintomatica y sintomatica (55-57):

1. Fase pre-histolégica: no existe expresion histolégica de Ia
enfermedad.
2. Fase silente o pre-clinica: se produce la alteracidon histoldgica con

reemplazo fibro-adiposo progresivo y muerte celular, sin sintomatologia
acompafante.

3. Fase pre-sintomatica: se evidencian signos patoldgicos en el
electrocardiograma o alteraciones estructurales evidenciadas por pruebas de
imagen cardiaca, sin la presencia de sintomas.

4, Fase sintomatica: caracterizada por clinica de palpitaciones, arritmias

ventriculares, muerte subita o insuficiencia cardiaca.

La enfermedad puede tener un debut clinico etario amplio, oscilando entre
las 22 y la 52 décadas de la vida. Sin embargo, no existe una edad limitrofe
establecida para el inicio de la sintomatologia. Es importante resefiar que este
debut puede producirse en forma de muerte subita por fibrilacion ventricular (FV)
incluso en la fase silente de la enfermedad, lo que pone en gran valor el papel de la
identificacion de pacientes en riesgo (familiares de un caso indice) y de la
estratificacion del riesgo de cada paciente (56,58).

Las alteraciones eléctricas iniciales habitualmente son la EV monotdpica o
multitdpica. La EV con morfologia de BRIHH suelen originarse del VD y la EV con
morfologia de bloqueo de rama derecha del haz de His (BRDHH) desde el VI. Con la

progresiva inestabilidad eléctrica, se pueden desencadenar episodios de
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taquicardia ventricular no sostenida (TVNS), taquicardia ventricular sostenida (TVS)

o la temida FV (7,59) (Figura 4).
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Figura 4. Registro de monitorizacion Holter durante 24 horas. Panel A: Extrasistolia ventricular acoplada
en bigeminismo. Panel B: Racha de taquicardia ventricular no sostenida.

Desde el punto de vista sintomatico, se podrian diferenciar 2 tipos de perfiles
clinicos:

- Perfil eléctrico: la sustitucion progresiva del miocardio por fibrosis y
tejido fibroadiposo favorece la generacién de focos de actividad ectédpica (EV) y la
alteracion de la conduccion del impulso eléctrico, suponiendo el “trigger” o
desencadenante y el sustrato arritmico” para el desarrollo y mantenimiento de
arritmias ventriculares malignas. En este perfil, la clinica predominante puede ser
en forma de palpitaciones, dolor tordcico, sincope o muerte subita. El desarrollo del
perfil clinico eléctrico puede no acompafarse necesariamente de una alteracién
estructural extensa.

- Perfil eléctrico y estructural: este perfil suele ocurrir a continuacién
del anterior en la historia natural de la enfermedad. Sumado al perfil anterior, el
paciente presenta extensa fibrosis estructural macroscdpica en distintas areas del
miocardio que condicionan dilatacidn ventricular y reduccién de la fraccién de

eyeccion, lo que se traduce en clinica de insuficiencia cardiaca.
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La incidencia de arritmias ventriculares se puede ver influenciada por el tono
simpatico del paciente. En este sentido, el ejercicio aerdbico de alta intensidad es
un factor de riesgo clave para el desarrollo de arritmias malignas en pacientes con

MA, que estan influenciadas por el nivel de catecolaminas en sangre (60).

Influencia del ejercicio fisico

Uno de los factores externos con mayor influencia en la progresion de la
enfermedad es el ejercicio fisico de alta intensidad. Se ha postulado que el ejercicio
fisico aerdbico produce fuerzas hemodinamicas que puede causar la disrupcién de
las uniones intercelulares, con la consecuente muerte celular y acimulo de fibrosis
(61). La carga de ejercicio aerdbico esta relacionada de forma directamente
proporcional a un debut precoz y desarrollo mas grave de la enfermedad
(manifestaciones arritmicas y cambios estructurales) (62). No obstante, el papel
acelerador del ejercicio en la MA puede depender del tipo de mutacidén subyacente.
Se ha descrito que a mayor carga de ejercicio en portadores de mutaciones en genes
no desmosomales, mayor riesgo de eventos arritmicos y mayor probabilidad de una
presentacion precoz de la enfermedad, respecto a sujetos con mutaciones
desmosomales (63).

La restriccion del ejercicio se recomienda en general para todos los
pacientes con MA, beneficidndose especialmente aquellos con mutaciones no

desmosomales o portadores de DAI (64).

DIAGNOSTICO

El diagnéstico de la MA es complejo. Para el diagndstico de la forma clasica
de la enfermedad, con una afectacién predominante de VD (fenotipo derecho),
inicialmente se establecieron una serie de criterios diagndsticos en 1994,
posteriormente revisados en 2010, basados en alteraciones de la repolarizacion o
despolarizacion en el electrocardiograma, técnicas de imagen no invasiva

(ecocardiografia transtoracica y resonancia magnética cardiaca), la presencia de
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arritmias ventriculares y en la historia familiar. Dentro de cada categoria se

definieron unos criterios mayores y menores, de modo que se clasificara al paciente

en diagndstico definitivo, borderline o posible. De este modo, para el diagndstico

definitivo se requerian 2 criterios mayores, 1 mayor y 2 menores, o 4 menores de

categorias distintas. Para el diagndstico borderline, 1 criterio mayor y 1 menor o 3

menores. Y para el diagnostico posible se requerian 1 criterio mayor o 2 menores

de categorias diferentes (23,65) (Tabla 1).

CRITERIOS MAYORES

Criterios menores

ETT

DISFUNCION Y
ALTERACION ESTRUCTURAL
RMC

Aquinesia, disquinesia o aneurisma en VD + algun item de los sigui
* TSVD (eje largo paraesternal) = 32mm (= 19 mm/m?)

* TSVD (eje corto paraesternal) 2 36mm (= 21 mm/m?)

* Acortamiento fraccional de drea < 33%

o disi ia en VD + algun item de los sigui

ia 0 aneurisma en VD + algun item de los siguientes:
* TSVD (eje largo paraesternal) 29-31mm (16-18mm/m?)

* TSVD (eje corto paraesternal) 32-35mm (18-20mm/m?)

* Acortamiento fraccional de drea 34-40%

* Volumen telediastdlico VD: > 110mL/m?2 hombres; > 100 mL/m? mujeres
* FEVD <40%

ia 0 aneurisma en VD

o disi ia en VD + algun item de los siguientes:
* Volumen telediastdlico VD: 100-109mL/m? hombres; 90-99mL/m?2 mujeres
* FEVD 41-45%

CARACTERIZACION
TISULAR

<60% de miocitos en el andlisis morfométrico (o <50%, si estimado) y
sustitucién fibrosa del miocardio de la pared libre del VD, con o sin
sustitucion grasa, en al menos una muestra de biopsia endomiocadica

60-75% de miocitos en el andlisis morfométrico (o 50-65%, si estimado) y
sustitucion fibrosa del miocardio de la pared libre del VD, con o sin sustitucién
grasa, en al menos una muestra de biopsia endomiocadica

ALTERACIONES
REPOLARIZACION

Ondas T invertidas en derivaciones precordiales derechas (V1, V2 y
V3) o mas alld en pacientes mayores de 14 afios (en ausencia de
BCRDHH)

Ondas T invertidas en V1y V2 en > 14 afios (sin BCRDHH) o en V4, V5 o V6
Ondas T invertidas en V1, V2, V3 y V4 en > 14 afios (con BCRDHH)

ALTERACIONES
DESPOLARIZACION/CONDUCCION

Onda épsilon en V1, V2y V3

* Potenciales tardios en ECG de sefial promediada en al menos uno de los
tres parametros en ausencia QRS 2110 ms

* QRS filtrado 2114 ms

* Duracién del QRS terminal <40 uV 238 mseg

* Raiz cuadrada media del voltaje de los 40ms terminales <20 pV

* Activacion terminal del QRS 255 mseg (desde nadir de onda S hasta el final
del QRS, incluyendo R’, en V1, V2 o V3, sin BCRDHH)

TVNS o TVS con BRIHH y patrén de eje superior (QRS negativo o

TVNS o TVS con BRIHH y patrén de eje inferior (QRS positivo en

un familiar de 12 grado
+ Identificacién de una mutacion patogénica asociada o
probablemente asociada a MAVD en el paciente en estudio

ARRITMIAS indeterminado en las derivaciones Il, Il y aVF y positivo en aVL) derivacioneslINIy e VEY positveleniavl)
Aimence s o Sigtisntesiemsy Al menos 1 de los siguientes items:
HISTORIA * MAVD confirmada en un familiar de 12 grado que cumpla los * Historia de MAVD en un familiar de 12 grado en el que no se pueden
criterios diagnésticos actuales determinar los criterios diagndsticos actuales
o D Gl el e e En e o @D GREa @ + Muerte sibita prematura (< 35 afios) en familiar 12 grado por sospecha de
FAMILIAR MAVD

* MAVD confirmada patolégicamente o con los criterios diagndsticos
actuales en familiar de 22 grado

Tabla 1. Criterios de la Task Force de 2010 (adaptado de Marcus et al. (22)). Diagnéstico definitivo: 2 criterios mayores, 1 mayor y
2 menores o 4 menores de categorias distintas. Diagndstico borderline: 1 criterio mayor y 1 menor o 3 menores. Diagndstico

posible se requerian 1 criterio mayor o 2 menores de categorias diferentes.

BCRDHH: bloqueo completo de la rama derecha del haz de His; BIRDHH: bloqueo incompleto de la rama derecha del haz de His;
BRIHH: bloqueo de la rama izquierda del haz de His; ETT: ecocardiografia transtordcica; FEVD: fraccion de eyeccion de ventriculo
derecho; MAVD: miocardiopatia arritmogénica de ventriculo derecho; ms: milisequndos; RMC: resonancia magnética cardiaca;
TVNS: taquicardia ventricular no sostenida; TVS: taquicardia ventricular sostenida; TSVD: tracto de salida de ventriculo derech;.

VD: ventriculo derecho.

Respecto a la afectacién predominante del ventriculo izquierdo (fenotipo

izquierdo), para establecer su diagndstico, recientemente se han publicado los

denominados Criterios de Padua, que se basan en las variables diagndsticas

establecidas por la Task Force de 2010 para la afectaciéon predominante de VD, y

que suponen una propuesta para su eventual actualizacién (9) (Tablas 2 y 3).
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VENTRICULO DERECHO

CRITERIOS MAYORES

Criterios menores

ALTERACIONES

ETT RMC Angiografia

Aquinesia, disquinesia o aneurisma en VD + algin item de los siguientes:

Aquinesia, disquinesia o aneurisma en VD + algin item de los siguientes:

RTG transmural de 2 1 regi6n de VD (en 2 vistas ortogonales)

MORFOFUNCIONALES * Dilatacién de VD (segun valores de referencia de cada técnica) de la pared libre de VD
*+ Disfuncién de VD (reduccién de FEVD segun valores de referencia de
cada técnica)
Sustitucién fibrosa del miocardio con o sin sustitucién grasa, en > 1
CARACTERIZACIO-N muestra de biopsia endomiocadica
TISULAR

ALTERACIONES
REPOLARIZACION

Ondas T invertidas en derivaciones precordiales derechas (V1, V2.
V3) 0 més all3 de la pubertad (en ausencia de BCRDHH)

Ondas T invertidas en V1 y V2 més allé de la pubertad 14 afios (sin BCRDHH)
Ondas T invertidas en V1, V2, V3 y V4 mas alla de la pubertad 14 afios (sin
(con BCRDHH)

ALTERACIONES
DESPOLARIZACION/CONDUCCION

Onda épsilonen V1, V2y V3

Activacién terminal del QRS 255 mseg (desde nadir de onda S hasta el final det
QRs, incluyendo R', en V1, V2 0 V3, sin BCRDHH)

EV frecuentes (> 500/24h), TUNS o TVS con patrén BRIHH (excluyendo y

+ Identificacién de una mutacién patogénica asociada o
probablemente asociada a MAVD en el paciente en estudio

ARRITMIAS EV frecuentes (> 500/24h), TVNS o TVS con BRIHH eje inferior
Almenos 1 de los siguientes items: Al menos 1 de los siguientes items:
X MA confirmadalen|un famillar de 19 grado que cumplallos + Historia de MA en un familiar de 12 grado en el que no se pueden
HISTORIA criterios diagndsticos actuales determinar los criterios diagnésticos actuales
o MAGHmh e eeen A e hEun + Muerte sibita prematura (< 35 afios) en familiar 12 grado por sospecha de
familiar de 1° grado MA
FAMILIAR + MA confirmada patolégicamente o con los criterios diagnésticos actuales

en familiar de 22 grado

Tabla 2. Propuesta de actualizacion de los criterios de miocardiopatia arritmogénica (adaptado de Corrado et al.(9)):

Fenotipo derecho.

BCRDHH: bloqueo completo de rama derecha del haz de His; BRIHH: bloqueo de rama izquierda del haz de His; ETT:
ecocardiografia transtordcica; EV: extrasistolia ventricular; FEVD: fraccion de eyeccion de ventriculo derecho; MA:
miocardiopatia arritmogénica; RMC: resonancia magnética cardiaca; RTG: realce tardio de gadolinio; TVNS: taquicardia
ventricular no sostenida; TVS: taquicardia ventricular sostenida; VD: ventriculo derecho

VENTRICULO 1ZQUIERDO

CRITERIOS MAYORES

Criterios menores

Disfuncién sistélica de VI (FEVI o SGL alterados) con

ALTERACIONES o sin dilatacién de VI
MORFOFUNCIONALES
Hipoquinesia o aquinesia del septo y/o la pared libre de VI
CARACTERIZACION RTG-VI icdrdico o drdico 2 1
TISULAR del septo y/o pared libre (excepto zona de
insercién septal)
ALTERACIONES T invertidas en V4-V6 (en ausencia de BCRIHH)
REPOLARIZACION

ALTERACIONES
DESPOLARIZACION/CONDUCCION

Bajo voltaje QRS (<0.5mV) en derivaciones de miembros
(en ausencia de obesidad, enfisema o derrame pericardico)

ARRITMIAS EV frecuente (>500/24h), TVNS o TVS con patrén de BCRDHH
(excluyendo patrén bifascicular)
TISROSLUR (63 Sianiontas fieme: Al menos 1 de los siguientes ftems:
HISTORIA * MA confirmada en un familiar de 12 grado que cumpla los * Historia de MA en un fam\l/iar de 12 grado en el que no se pueden
criterios diagnésticos actuales determinar los criterios diagnésticos actuales
+ MA confirmada patolégicamente en autopsia o en cirugiaenun  * Muerte subita prematura (< 35 afios) en familiar 12 grado por sospecha de
FAMILIAR familiar de 12 grado MA

* Identificacién de una mutacién patogénica asociada o

+ MA confirmada patolégicamente o con los criterios diagnésticos actuales

probablemente asociada a MAVD en el paciente en estudio

en familiar de 22 grado

Tabla 3. Propuesta de actualizacion de los criterios de miocardiopatia arritmogénica (adaptado de

Fenotipo izquierdo.

Corrado et al.(9)):

BCRIHH: bloqueo completo de rama izquierda del haz de His; ETT: ecocardiografia transtordcica; EV: extrasistolia
ventricular; FEVI: fraccion de eyeccion de ventriculo izquierdo;, MA: miocardiopatia arritmogénica; RMC: resonancia
magnética cardiaca; RTG: realce tardio de gadolinio; TVNS: taquicardia ventricular no sostenida; TVS: taquicardia
ventricular sostenida; VI: ventriculo izquierdo
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A continuacion, se exponen las principales herramientas diagndsticas en el

espectro fenotipico de la MA:

Historia familiar

Siendo la MA una enfermedad genéticamente determinada, durante el
proceso diagndstico es fundamental el estudio de la familia, con herramientas como
el arbol genealdgico familiar a raiz del paciente en estudio o probando, donde se
realizard una busqueda activa de antecedentes de muerte subita o cualquier indicio
de cardiopatia. Si el probando es portador de una mutacién patogénica, ademas de
la evaluacion estandar, se debe realizar estudio genético de la variante (estudio en
cascada) a los familiares (66). Por otro lado, en aquellos casos en los que el
probando con diagndstico de MA tenga estudio genético negativo, también sera
fundamental realizar un estudio clinico y fenotipico (ECG e imagen cardiaca no

invasiva) de los familiares de primer grado.

Electrocardiograma de 12 derivaciones

Las alteraciones eléctricas son de las primeras manifestaciones detectables
mediante técnicas no invasivas. Se incluyen tanto alteraciones de la repolarizacién
como de la despolarizacién, y pueden variar dependiendo de si el fenotipo es
derecho, izquierdo o biventricular.

En la afectacion de VD se caracteriza por la inversidon de la onda T desde V1-
V4, el bajo voltaje del QRS (amplitud <0.5mV) en derivaciones de miembros,
prolongacion de la duracién la porcién terminal del QRS en precordiales (duracion

de la activacién terminal: tiempo entre el nadir de la onda S y el final de la

v /
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despolarizacion > 80ms), asi como la presencia de sefiales de baja amplitud entre el
final del QRS y el inicio de la onda T de V1-V3, conocidas como onda épsilon (23,67)

(Figura 5).

En el fenotipo dominante izquierdo, se suele apreciar inversion de onda T

desde V4 a V6, y bajo voltaje del QRS en derivaciones de miembros (7,9) ( Figura 6).
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Figura 6. Electrocardiograma de 12 derivaciones de una mujer de 30 afios con miocardiopatia arritmogénica con
afectacion izquierda. Se aprecia bajo voltaje generalizado e inversion de onda T en I, VL, V5 y V6 (flechas rojas).

Aunque estas son las alteraciones electrocardiograficas recogidas en los propuestos
Criterios de Padua, con frecuencia también podemos ver la inversion de laonda T
extendida a las derivaciones | y aVL, asi como el bajo voltaje en las derivaciones

precordiales.

Holter-ECG

La deteccidn de la carga arritmica (porcentaje de arritmias) se suele analizar
mediante monitorizacién electrocardiografica durante al menos 24 horas mediante
Holter-ECG. Se pueden detectar arritmias ventriculares cuya morfologia va a
depender de la localizacién predominante de la enfermedad. En el fenotipo
derecho, el registro puede presentar EV, TVNS o TVS con morfologia de BRIHH
(23,67). Por otro lado, en el fenotipo izquierdo el registro puede presentar EV, TVNS

o TVS con morfologia de BRDHH (7,9).
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Ademas, la identificacion de >500 extrasistoles ventriculares, TVNS o TVS
con la morfologia acorde al fenotipo VD o VI, se considera un criterio diagndstico de

la enfermedad en ambos fenotipos (9,23).

Técnicas de imagen no invasiva

La imagen cardiaca no invasiva forma parte fundamental de la toma de
decisiones en cardiologia. Las técnicas de diagndstico por imagen permiten una
aproximacion diagnostica precisa de la enfermedad, pudiendo no sélo identificar el
fenotipo subyacente, sino también determinados pardmetros que condicionan el
prondstico de la MA. Las principales técnicas de imagen no invasiva son la ETT y la

resonancia magnética cardiaca (RMC).

Ecocardiografia transtordcica
La ecocardiografia transtoracica es la técnica imagen de primera eleccion no
solo en el abordaje diagndstico de la MA, sino también en el seguimiento de los

pacientes debido a su facil accesibilidad, amplia disponibilidad y bajo coste.

ETT bidimensional

El fenotipo derecho, tipicamente se caracteriza por alteraciones regionales
de la contractilidad parietal (aquinesia o disquinesia), pequefias areas de dilatacién
y expansion (microaneurismas), dilatacién global y reduccién de la funcion sistdlica
(evaluada en ETT mediante el acortamiento fraccional de drea (AFA) < 33%) (Figura
7). El AFA y la dilatacién del tracto de salida de VD (en eje corto =2 36mm y en eje
largo > 32mm) forman parte de los criterios diagndsticos de la Task Force de 2010

(23), alcanzando una especificidad del 88-99% (Tabla 1). Su alta especificidad
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diagndstica se contrapone con su discreta sensibilidad, que puede alcanzar el 21-

29% (68).

Figura 7. Ecocardiografia transtordcica de un vardn de 58 afios con miocardiopatia arritmogénica con afectacion
de VD. Panel A: plano paraesternal eje largo de VD donde se aprecia la dilatacion aneurismdtica de su segmento
basal inferior (flecha). Panel B: plano apical 4 cémaras focalizado en VD, donde se aprecian dreas de aneurismas
en la region subtricuspidea y lateral apical (flechas). VD: ventriculo derecho.

Figura 8. Ecocardiografia transtordcica de una mujer de 39 afios con miocardiopatia arritmogénica con fenotipo izquierdo.
Paneles A y B: plano 4 cdmaras de VI en didstole (A) y sistole (B). Paneles C y D: plano 2 cdmaras de VI en didstole (C) y
sistole (D). Se aprecia la poca variacion de volumen entre ambas fases del ciclo cardiaco reflejando hipoquinesia global,
dreas de aquinesia (flechas) y fraccion de eyeccion deprimida. VI: ventriculo izquierdo.
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En el fenotipo izquierdo, las caracteristicas ecocardiograficas suelen ser
menos especificas. Habitualmente se pueden hallar areas de hipoquinesia o
aquinesia, asociadas o no a adelgazamiento parietal, con volimenes ventriculares
normales o ligeramente aumentados, y con fraccion de eyeccidn que inicialmente

puede estar conservada o ligeramente reducida (7-9) (Figura 8).

Papel de las técnicas de ecocardiografia avanzada

Las técnicas de deformacion miocardica han surgido en los ultimos afios
como herramientas en el diagndstico precoz, con importante papel prondstico en
diversas miocardiopatias, lo que ha permitido mejorar capacidad discriminativa de
la ETT.

El strain es una técnica adimensional que permite obtener informacion del
grado de acortamiento de las fibras miocardicas de cada segmento miocardico en

los distintos planos longitudinales, circunferenciales y radiales (69) (Figura 9).

SG=-18.3%

Figura 9. Representacion de las curvas de deformacion en el andlisis del strain longitudinal en planos 4, 2y 3
cdmaras de los distintos segmentos del ventriculo izquierdo de un individuo sano. Abajo a la derecha se
representa el modelo de 17 segmentos con el cdlculo del strain global longitudinal (en amarillo)
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La técnica mas reproducible en el diagndstico subclinico es el strain
analizado mediante speckle tracking (seguimiento de moteados en escala de grises),
siendo el strain global longitudinal (SGL) el mas validado a dia de hoy (70). A través
de un software especializado, se realiza un seguimiento fotograma a fotograma de
la distancia entre cada moteado y de su desplazamiento temporo-espacial,
obteniendo informacién de las curvas de deformacidn a lo largo del ciclo cardiaco
pudiendo calcular el porcentaje maximo de esa deformacion respecto al punto de
partida (71).

Ademads de obtener informaciéon muy valiosa de la deformacion miocardica
mediante SGL, también se puede analizar a través de la dispersién mecdanica (DM),
gue mide la heterogeneidad en el tiempo de contracciéon de los diferentes
segmentos miocardicos, reflejando alteraciones en la activacidn eléctrica de cada
region del miocardio derivadas de una deformacién no homogénea (72).

La DM se puede calcular a través de la desviacion estandar de la media del
tiempo en alcanzar la maxima deformacién de cada segmento (DMpe), 0 bien con el
rango entre aquellos segmentos con tiempos maximo y minimo en alcanzar el pico
de deformacion (DMpeita). Al igual que el SGL, la DM ha demostrado ser un
marcador predictor de riesgo arritmico tanto en miocardiopatia isquémica como no
isquémica (73,74).

En la MA con afectacion derecha, se han observado valores alterados tanto
del SGL como del strain regional de pared libre del VD en fases precoces de la
enfermedad, lo que puede tener implicaciones en el diagndstico precoz de la
enfermedad (75-77). Del mismo modo, el estudio de la dispersion mecanica ha
facilitado la identificacién de pacientes con peor pronéstico en aquellos con
mayores valores de DM, pudiendo constituir un factor de riesgo para el desarrollo
de arritmias ventriculares malignas (78,79).

Respecto al fenotipo izquierdo, se ha observado que valores alterados de
SGL vy el strain regional permiten la identificacion precoz de sujetos en fases
tempranas de la enfermedad, incluso antes de la caida de la fraccién de eyeccién

(80). Esta alteraciéon en los valores de SGL se ha observado mas marcada,
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particularmente en aquellos expuestos a una alta carga de ejercicio fisico (81).
Sin embargo, a diferencia del fenotipo derecho, en MA izquierda aln no estd tan

establecido su papel prondstico.

Resonancia Magnética Cardiaca

Aunque la ETT es la técnica de primera eleccidén en el despistaje inicial de
cualquier cardiopatia, la evolucidn y la disponibilidad creciente en los ultimos afios
de técnicas como la RMC ha supuesto un gran avance en el estudio no invasivo del
corazdén y grandes vasos, permitiendo su evaluacion mas precisa y completa.

Actualmente, la RMC es una técnica fundamental en cardiologia, siendo un
pilar basico del arsenal diagndstico y prondstico. No sdlo permite un estudio
anatomico y funcional (global y regional) preciso de las cavidades cardiacas sin las
limitaciones de ventana acustica de la ETT, sino que ademds evalua la funcién
valvular, los patrones de flujo, analiza la perfusién sanguinea y viabilidad del
musculo cardiaco. Ademas, la RMC es la técnica de referencia en el calculo de
volumenes ventriculares, estimacion precisa de la fraccidn de eyeccién, asi como en
la evaluacion del VD, siendo elementos fundamentales en el estudio de la MA.

Un aspecto claramente diferencial respecto a la ETT es su capacidad para la
caracterizacion tisular no invasiva de las estructuras cardiacas. A través de sus
diversas secuencias, va a posibilitar la identificacion de edema miocardico
(secuencias T2-STIR), hiperemia (secuencias de realce precoz con gadolinio) y
fibrosis de reemplazo (secuencias de realce tardio con gadolinio). Mas
recientemente, gracias al desarrollo de las secuencias de mapas de T1 nativo y post-
contraste, se puede detectar el aumento del volumen extracelular y la fibrosis
intersticial, siendo ésta un parametro de afectacion tisular previa a la fibrosis
definitiva de reemplazo (82). Ademas de su papel diagndstico, una peculiaridad
fundamental de las secuencias de caracterizacion tisular es la identificacidon de
determinadas caracteristicas de alto riesgo arritmico y, por tanto, ayudar en la

estratificacion del pronéstico de los pacientes (83).
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Papel de la Resonancia Magnética en Miocardiopatia Arritmogénica

En el fenotipo derecho de MA, la RMC forma parte de los criterios
diagnodsticos de 2010 de la Task Force. Del mismo modo que la ETT, establece la
presencia de alteraciones regionales de la contractilidad segmentaria (aquinesia o
disquinesia) o contraccién asincrénica, junto a dilatacién de los volumenes
telediastdlicos o reduccion de la fraccién de eyeccién de VD < 40% (23) (Tabla 1).
Las dreas mas frecuentemente afectadas son la regién subtricuspidea y el tracto de
salida de VD. Debido a la infiltracién fibro-adiposa progresiva, se suelen producir
areas de adelgazamiento localizado que dan lugar a pequeiias dilataciones saculares
0 microaneurismas que son mas precisamente visualizadas en RMC respecto a la
ETT. No obstante, aunque con mayor rendimiento diagnodstico, la especificidad de
los criterios diagnosticos por RMC de MA con afectacién de VD sigue siendo
relativamente baja, oscilando entre 46-69% (68).

Respecto al fenotipo izquierdo de MA, a dia de hoy, no existen criterios
oficiales para su diagndstico. Sin embargo, Corrado y cols, de la Universidad de
Padua, han propuesto la disfuncién sistdlica global o regional, asociada o no a
dilatacion de VI como criterio diagndstico morfo-funcional para MA izquierda (9).
En fases avanzadas de la enfermedad puede presentarse disfuncién de VI grave,
pudiendo asociar a disfuncién de VD. Sin embargo, esta propuesta necesita
validacidn en estudios clinicos de cohorte.

Caracterizacion tisular

Como se ha reflejado previamente, la RMC va permitir no sélo el estudio
morfo-funcional, sino también un analisis no invasivo de las caracteristicas tisulares
de ambos ventriculos. La infiltracidn grasa se puede detectar observando zonas de
aumento de sefial en secuencias potenciadas en T1 (brillante) sobre el miocardio
que tiene una seial intermedia (grisaceo), también pudiendo detectarse en forma
de dreas de baja intensidad (oscuras) en secuencias de inversidn-recuperacién que
suprimen la expresién de la grasa. Sin embargo, la infiltracién grasa es un signo poco
reproducible en el diagndstico y su deteccidn no es patognomodnico de MA,
pudiendo detectarse en corazones sanos u otras patologias diferentes a la MA

(84,85).
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En las fases activas de inflamacién con episodios de miocarditis
intercurrentes (“hot phases”) se pueden detectar dreas de hiperintensidad en

secuencias T2-STIR indicativas de edema miocardico (86) (Figura 10).

Figura 10. Secuencia de RMC T2-STIR (eje corto) en un paciente con miocarditis aguda donde se aprecian dreas
de hiperintensidad (flechas) indicativas de edema miocdrdico. VI: ventriculo izquierdo,; VD: ventriculo derecho.

Las secuencias de realce tardio obtenidas a los 7-10 minutos tras la
administraciéon de gadolinio quelado intravenoso, va a permitir detectar zonas
donde persiste el contraste de forma patoldgica, siendo indicativo de fibrosis de
reemplazo establecida. La presencia de esta cicatriz o escara es debida a la
sustitucidon de los cardiomiocitos dafiados por tejido conectivo, principalmente
colageno tipo |, asociando un mayor riesgo de eventos arritmicos graves (87,88).

Dependiendo del fenotipo, la fibrosis se puede localizar tanto en uno como
en ambos ventriculos. En el fenotipo de VI, el realce tardio suele presentar un
patréon con afectacién de la capa subepicardica con extensién a la mesocardica,
pudiendo alcanzar la totalidad parietal en fases avanzadas de la enfermedad
(transmural) (7). Sin embargo, este fenotipo no es patognomanico de MA, pudiendo
encontrarse en otras entidades como la miocarditis o la sarcoidosis, siendo los

principales diagndsticos diferenciales (89).

T1 MAPPING
Aunque de gran utilidad, las técnicas de realce tardio no consiguen

identificar la fibrosis difusa que forma parte de un estadio previo a la fibrosis de
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reemplazo. El desarrollo de las técnicas de mapas paramétricos mediante de T1
nativo (sin contraste) y post-contraste han emergido para llenar este “vacio”
diagnéstico. Usando un primer pulso de magnetizacion, y a través de técnicas de
inversién-recuperacion o saturacién-recuperacion, se adquieren imagenes que
permiten la cuantificacidn paramétrica de los tiempos T1 de relacién expresado en
milisegundos. Mediante T1 mapping se pueden adquirir secuencias sin contraste
(T1 nativo) y tras la administracion de contraste (T1 post-contraste), cuya
conjuncién con los valores de hematocrito, facilita el calculo del volumen
extracelular (VEC) (90). ElI VEC es un pardmetro mas estable en el tiempo y puede
tener mayor impacto en préctica clinica (91).

En sujetos sanos, la mayor parte de la estructura del miocardio esta formado
por cardiomiocitos, con baja proporcion de tejido conectivo. Sin embargo, en
miocardiopatias como la MA, la progresiva pérdida de cardiomiocitos va
acompainada de aumento de la carga de tejido fibrético extracelular, lo que se
traduce en un aumento del volumen extracelular. En el escenario de MA existen
varias lineas de investigacién sobre el papel de los mapas de T1, habiéndose
observado en cohortes pequeiias de pacientes con MA, que aquellos sin
enfermedad manifiesta, pueden presentar valores mds elevados de T1 respecto a
la cohorte sana, mostrando ademds un mayores valores de tiempo de dispersion de
los tiempos de T1 incluso en familiares que no cumplian criterios diagndsticos

(92,93).

Biopsia endomiocardica

Gracias a los avances en técnicas de imagen no invasiva, la cada vez mas
creciente disponibilidad del test genético, y a la baja rentabilidad de la biopsia
endomiocdrdica por la distribucidon parcheada de la enfermedad, el diagndstico
histopatoldgico “in vivo” no suele formar parte del primer escaldn en el abordaje
del paciente con MA (94) . No obstante, la deteccidn del reemplazo fibroadiposo y
la pérdida de cardiomiocitos supone el hallazgo diagndstico fundamental de la

enfermedad, conformando uno de los criterios diagndsticos de la enfermedad (23).
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Es conocido que esta afectacidn tisular del miocardio se suele extender como un
“frente de onda” desde la capa epicardica a la endocardica (95).

En el andlisis histopatolégico se pueden evidenciar focos de inflamacién
activa hasta en el 66% de los casos con infiltrados de linfocitos y macréfagos,
pudiendo detectarse fibroblastos y tejido fibroso hialino en fases crénicas de la

enfermedad (96,97).

PRONOSTICO Y ESTRATIFICACION DE RIESGO ARRITMICO

LA MA es la causa mas frecuente de MSC (25%) en atletas en ltalia,
alcanzando el 10 % en el Reino Unido (98). Los pacientes con MA estan expuestos
al desarrollo de arritmias ventriculares malignas y muerte subita, cuya incidencia
puede alcanzar hasta un 10% al afio en aquellos de mayor riesgo (99). Sin embargo,
debido a su heterogeneidad genotipica y fenotipica existe una elevada variabilidad
en el riesgo individual de cada paciente, lo que dificulta la correcta estratificaciéon

del riesgo arritmico.

Busqueda de factores de riesgo

En la evaluacidon clinica de cada paciente es fundamental identificar
caracteristicas de alto riesgo de eventos arritmicos. Son factores de aumento del
riesgo arritmico el antecedente de sincope inexplicado, un debut clinico a edad
temprana, el sexo masculino, la deteccidn de taquicardia ventricular sostenida, mas
de 1000 extrasistoles ventriculares en 24 horas, la presencia de multiples
mutaciones genéticas o determinadas mutaciones genéticas, la extensién de la
enfermedad estructural, la carga de fibrosis detectada en RMC vy ejercicio fisico

vigoroso (100) (Figura 11).
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Figura 11. Diagrama resumen de los principales factores de riesgo de eventos arritmicos graves en
miocardiopatia arritmogénica.

Papel prondstico del sexo

El sexo es un factor con gran influencia en el riesgo arritmico de los pacientes
con MA. En esta linea, se ha observado que globalmente los pacientes varones
presentan una mayor prevalencia de arritmias ventriculares, siendo el sexo
masculino un factor independiente de arritmias ventriculares recurrentes
(101,102). A este respecto, en cohortes de pacientes con mutaciones en genes
desmosomales se ha identificado al sexo masculino como un factor que se asocia
de forma independiente con un riesgo tres veces mayor de desarrollar eventos
arritmicos graves (independientemente del gen desmosomal involucrado),
particularmente en menores de 50 afos (103).

Respecto a portadores de mutaciones en genes no desmosomales, existe
mas heterogeneidad en la asociacidon del sexo masculino y su impacto prondstico.
Sin embargo, es conocido que aquellos varones portadores de mutacién TMEMA43
o mutaciones en LMNA presentan una mayor mortalidad a expensas de eventos
arritmicos malignos y muerte subita respecto a mujeres con las variantes, pudiendo

beneficiarse del implante de DAI de forma precoz (35,44).
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Modelos de estratificacion de riesgo

En la busqueda de una estratificacion mas precisa del riesgo, se han
desarrollado 2 modelos multivariables para una estimacidon cuantitativa en la
prediccidn del primer episodio de arritmia ventricular sostenida o el debut de TV
rapida (>250lpm), FV o MSC en pacientes con MA con afectacién de VD (104,105).

Ambos modelos se han combinado en la calculadora online “https://arvcrisk.com/*

y validado externamente en otras cohortes de MAVD/D (106,107). No obstante,
esta calculadora puede infraestimar el riesgo en pacientes con fenotipo izquierdo,

con baja representacion en estos modelos.

TRATAMIENTO
El objetivo fundamental del tratamiento del paciente con MA va
encaminado a reducir el riesgo de muerte subita, mejorar la calidad de vida, y aliviar

los sintomas derivados de la insuficiencia cardiaca y de los eventos arritmicos.

HABITOS DE VIDA Y TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Entre las medidas no farmacoldgicas, se recomienda evitar el ejercicio fisico
de alta intensidad, para reducir el riesgo las arritmias ventriculares malignas, asi
como de la progresion estructural de la enfermedad (108). No obstante, dado el
potencial beneficio que tiene el ejercicio sobre la reduccidon de la mortalidad y
eventos cardiovasculares, se puede recomendar realizar ejercicio de baja intensidad
un maximo de 150 minutos a la semana para la mayoria de pacientes con MA
(109,110).

Respecto a las medidas farmacoldgicas, el tratamiento con betabloqueantes
estd recomendado para todos los paciente con diagndstico definitivo de MA, para
reducir el tono simpatico y en consecuencia atenuar el riesgo arritmico,
independientemente de la presencia o no de sintomas o episodios arritmicos
previos (59). En ausencia de control sobre los episodios arritmicos con esta primera

linea de tratamiento, pueden considerarse otros tratamientos antiarritmicos como
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el sotalol o la amiodarona (111). Aunque no hay ensayos clinicos aleatorizados
especificamente dedicados en MA, en aquellos casos con insuficiencia cardiaca con
fraccién de eyeccion de VI reducida, el tratamiento farmacolégico no difiere del
recomendado por las guias de practica clinica sobre insuficiencia cardiaca, en el que
ademads de betabloqueantes, se encuentran los inhibidores del eje angiotensina-
aldosterona, inhibidores de la neprilisina e inhibidores del cotransportador 2 sodio-
glucosa (SGLT2), como pilares fundamentales del tratamiento (112). Sin embargo, a
dia de hoy no existen ensayos clinicos aleatorizados en poblacion de MA con
insuficiencia cardiaca, por lo que estas recomendaciones se basan en consenso de

expertos.

Papel del desfibrilador automatico implantable

El DAI es la Unica terapia que ha demostrado disminuir el riesgo de muerte
subita en el seguimiento de los pacientes con MA (19). Es importante evaluar
correctamente la necesidad de implante DAI, por las potenciales complicaciones
médico-quirurgicas derivadas de llevar implantado el dispositivo, junto al potencial
impacto fisico y psicoldgico que puede conllevar sobre una poblacion generalmente
joven.

En los ultimos afos, las principales sociedades cientificas (International Task
Force Consensus Statement de MA, American College of Cardiology/American
Heart Association y Heart Rhythm Society), han elaborado, respectivamente, 3
propuestas de algoritmos para facilitar la toma de decisiones a la hora de
recomendar el implante de DAl en pacientes con MA (45,113,114). Los tres
establecen con indicacién clase | (recomendacion fuerte) el implante de DAl en caso
de parada cardiaca recuperada, TV sostenida o fraccidon de eyeccion < 35%. Sin
embargo, existe menor consenso en recomendaciones clase lla y llb (indicacién

moderada y débil) (Figura 12).
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:'VSSC RECUPERADA RECOMENDACIONES ACTUALES*
| R T T DESFIBRILADOR AUTOMATICO IMPLANTABLE
FEVD <35% MIOCARDIOPATIA ARRITMOGENICA

SINCOPE CARDIOGENICO FLNC + FEVI<45%

TVNS S
. PLN + FEVI<45% o TVNS

lla FEVD <40% LMNA + FEVI<45%, TUNS 0 (S 2omés)
FACTORES DE RIESGO
= 3M
= 2M+2m / FACTORES EMERGENTES*
= 1M+4m FACTORES DE RIESGO
MAYORES Menores * Extension Fibrosis RMC
© NS > CDTEEE g * Patrones fibrosis RMC
FACTORES DE RIESGO e e + Strain global longitudinal
I I =2M « 22 mutaciones desmosomales L Dispersién mecanica
C = 1M+2m
= 4m

Figura 12. Clases de recomendacion sobre implante de DAl en Miocardiopatia Arritmogénica (Adaptado de Towbin JA
et al. (44), Al-Khatib SM et al. (108) y Orgeron GM et al. (109)). Situaciones clinicas en las que la clase de recomendacion
de implante es fuerte (verde), moderada (amarillo) y débil (naranja). *Factores de riesgo arritmico emergentes, no
recogidos en los algoritmos decision actuales sobre el implante de DAI. #: recomendaciones establecidas a fecha de
publicacion de la presente Tesis Doctoral.

EV: extrasistolia ventricular; FEVD: fraccidn de eyeccion de ventriculo derecho; FEVI: fraccion de eyeccion de ventriculo
izquierdo; M: mayor; m: menor; MSC: muerte subita cardiaca; TVNS: taquicardia ventricular no sostenida; TVS:
taquicardia ventricular sostenida; RMC: resonancia magnética cardiaca.

La elecciéon del tipo de DAI (transvenoso o subcutdneo) va a venir
determinada por el fenotipo del paciente, edad, esperanza de vida o la necesidad
de estimulacion cardiaca permanente.

El DAl transvenoso tiene la posibilidad de aplicar estimulacion programada
durante la taquicardia (anti-tachycardia pacing o ATP) para intentar el cese de la
taquicardiay evitar la descarga del dispositivo. También permite la estimulacién con
funcién de marcapasos en aquellos pacientes que desarrollan bradicardia
patoldgica por trastornos avanzados de la conduccién auriculo-ventricular.

El DAl subcutdneo generalmente no suele contar con estas dos
caracteristicas, sélo funcionando con la opcidn de descarga eléctrica en caso de
detectar taquicardia ventricular mantenida a una frecuencia cardiaca determinada

y fijada previamente. Sin embargo, ha demostrado ser efectivo en el tratamiento de
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arritmias ventriculares en MA y no presenta el riesgo de infeccién endovascular y
endocarditis al que estd expuesto el homdlogo transvenoso (Figura 13).

En ambos se ha observado una tasa similar de descargas inapropiadas en
pacientes con MA (115,116), por lo que la decision del implante de uno u otro
vendra determinada por el perfil clinico del paciente y consensuandose con el

equipo multidisciplinar cardioldgico.

Figura 13. Panel A: Vardn de 21 afios con miocardiopatia arritmogénica por mutacion en el gen FLNC. Panel
B: Paciente vardn de 16 afios con miocardiopatia arritmogénica por mutacion en el gen FLNC, portador de
DAl subcutdneo.

Manejo intervencionista

En determinados pacientes con episodios frecuentes de taquicardia
ventricular monoforma pese al tratamiento farmacolégico, se puede considerar el
manejo invasivo mediante ablacién con catéter por radiofrecuencia. Ya que el
sustrato arritmico suele localizarse en el epicardio, con frecuencia el abordaje

terapéutico endo-epicardico suele ser necesario (117).

Trasplante Cardiaco
El trasplante cardiaco constituye, en ausencia de contraindicaciones, la
opcién terapéutica reservada para aquellos casos con arritmias malignas no

controladas con tratamiento farmacoldgico e intervencionista, y en pacientes con
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insuficiencia cardiaca avanzada. La supervivencia de estos pacientes tras el
trasplante suele ser similar al de otras miocardiopatias, con mejor prondstico que

aquellos de etiologia isquémica o restrictiva (118).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Como se ha revisado en la introduccién, tanto la ETT como la RMC forman
parte de los criterios diagndsticos de la miocardiopatia arritmogénica recogidos en
la Task Force de 2010 (23). En ellos se recogen parametros de historia familiar,
electrocardiograma, anatomo-patoldgicos, y de imagen no invasiva (mediante ETT
y RMC).

En ambas técnicas se tienen en cuenta alteraciones regionales de la
contractilidad junto con dilatacién de ventriculo derecho y disminucién de su
funcién sistdlica. Sin embargo, actualmente no tienen en cuenta fenotipos con
afectacién del ventriculo izquierdo ni biventricular, ni tampoco se consideran la
caracterizacion tisular no invasiva mediante técnicas de realce tardio con gadolinio.

El estudio ecocardiografico mediante técnicas de deformacién miocardica se
ha analizado en pacientes con miocardiopatia isquémica, observando en este grupo
de pacientes que aquellos pacientes con parametros de deformacién miocardica
mas patoldgicos presentaban peor prondstico con una mayor incidencia de
arritmias ventriculares independientemente de la funcidn ventricular sistélica (72).

La caracterizacién tisular mediante la técnica realce tardio en RMC se ha
analizado en diversas cardiopatias. Tanto en pacientes con miocardiopatia
isquémica como no isquémica, se ha observado que la retencién patoldgica de
gadolinio a nivel miocdrdico se relaciona con mayor riesgo de la aparicion de
eventos arritmicos malignos con el consecuente riesgo incrementado de muerte
subita (119). También se ha analizado que dependiendo de la localizacion de la
fibrosis el riesgo arritmico del paciente puede incrementarse, observando
particularmente peor prondstico en aquellos casos con fibrosis en la capa
subepicardica, en pared libre y también con el acimulo multiples localizaciones
(120).

HIPOTESIS: nuevos parametros mediante imagen cardiaca no invasiva
multimodalidad contribuyen a un diagndstico mas preciso y a definir nuevos

marcadores prondsticos en pacientes con Miocardiopatia Arritmogénica.
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Objetivos

1. Estudiar la correlacién genotipo-fenotipo en pacientes afectados por
miocardiopatia arritmogénica en funcion de los hallazgos en RMC.

2. Identificar la capacidad predictiva de las técnicas de deformacion
miocardica mediante ETT avanzada sobre marcadores de riesgo arritmico de MA.

3. Descripcidon histopatoldgica de casos de MA con fenotipo

biventricular en genes no desmosomales.
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4. MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL Y METODOS

A) Poblacién de estudio

La poblacién de estudio incluyd individuos con diagndstico definitivo o
limitrofe de miocardiopatia arritmogénica basado en los criterios diagndsticos de
2010, definidos por la Task Force (22), que aceptaron la realizacion de
ecocardiografia transtoracica y resonancia magnética cardiaca. Todos los sujetos se
evaluaron clinicamente en las consultas de Cardiopatias Familiares de los dos
hospitales principales de la provincia de Granada. Los participantes firmaron el
consentimiento informado y el estudio fue aprobado por el Comité de Etica en 2018.

Se excluyeron todos los pacientes con marcapasos permanente, cardiopatia
isquémica, afectacion valvular mas que leve (estenosis/regurgitacion) e

hipertension arterial mal controlada.

B) Evaluacion clinica
Se realizd una evaluacién clinica exhaustiva de todos los pacientes del

estudio analizando su idoneidad para cumplir los criterios de 2010 de la Task Force
para MA. Se llevd a cabo una anamnesis dirigida recogiendo datos de la historia
familiar (busqueda de familiares con cardiopatia previa o historia de muerte subita),
antecedentes personales de cardiopatia y factores de riesgo cardiovascular, asi
como la recogida de informacidén sobre sintomatologia cardiolégica en el momento
de la evaluacién, asi como eventos adversos previos como insuficiencia cardiaca
avanzada, presencia de dispositivos o historial de arritmias ventriculares. En
particular, se recogié el historial de riesgo arritmico en cada sujeto incluido, con la
anotacién de datos de arritmias ventriculares sostenidas en la historia previa como
episodios de parada cardiaca previa, taquicardia ventricular sostenida o descarga
apropiada del desfibrilador). Todos los pacientes fueron estudiados mediante ECG
de 12 derivaciones, monitorizacion Holter-ECG de 24 horas, ecocardiografia
transtoracica, resonancia magnética cardiaca y estudio genético, en momentos

diferentes del seguimiento. Todos los pacientes se sometieron a una exploracién
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fisica completa y se clasificd su capacidad de esfuerzo acorde a la clasificacion de la

New York Heart Association (NYHA).

1. Historia Familiar de MA
Se considerd una historia familiar positiva de MA en aquellos pacientes
cuyos familiares cumplian criterios de la Task Force de 2010 o cuando el diagnéstico

se alcanzé mediante estudio anatomo-patoldgico en autopsia.

2. Alteraciones electrocardiograficas

En el ECG de 12 derivaciones se analizd la presencia ritmo sinusal, se
buscaron alteraciones de la conduccién auriculo-ventricular e intraventricular, bajo
voltaje del QRS (amplitud <0.5mV), presencia de inversion de onda T en precordiales
mas alld de la derivacién V3 y en derivaciones inferolaterales, onda épsilon o
ensanchamiento en la repolarizacion.

Tanto en 12-ECG como en Holter-ECG se evalud la presencia y morfologia de
arritmias ventriculares (extrasistolia, taquicardia ventricular). De acuerdo con las
guias de practica clinica, se considerd TVNS a aquel registro con al menos 3 latidos
consecutivos de origen ventricular de >100lpm que termina espontdneamente, y
TVS a aquella con 3 latidos consecutivos de origen ventricular de >100lpm con
duracion de > 30 segundos o requiere su terminacion por inestabilidad
hemodinamica (114).

A través de Holter-ECG se analiz6 la carga de EV (nUmero y porcentaje de EV
durante la monitorizacion), de TVNS, TVS o FV. Se definié TVNS como la presencia

de al menos 3 latidos consecutivos de origen ventricular y a FC superior a 120 lpm.

C) Técnicas de imagen no invasiva
Las imagenes de RMC y ETT fueron obtenidas por 2 médicos expertos en

imagen cardiaca, y cegados para el objetivo del estudio.
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1. Resonancia Magnética Cardiaca
El estudio de RMC se llevo a cabo en un equipo de 1.5 Teslas (GE® Signa
EXCITE, Milwaukee, WI, USA). El protocolo incluyé las siguientes secuencias:

Ill

localizadores (axial, sagital y coronal), axial “sangre negra” (secuencia de doble
inversién recuperacion), moédulo cine (secuencia de precesion libre en estado
estacionario) de 4, 2 y 3 camaras de VI, 2 cdmaras de VD, tracto de salida de VD y
eje corto. Por ultimo, se administré 0.1-0.2mmol/kg gadolinio quelado intravenoso
(gadovist®) adquiriendo, tras 7- 10 minutos, las secuencias de realce tardio (RTG)
en las mismas proyecciones que el mdédulo cine.

El procesamiento de las imagenes se llevo a cabo offline mediante un
software semiautomatico (Reportcard®) en el que analizaron los volumenes y la
fraccién de eyeccion mediante el método de los discos. Las mediciones se indexaron
segun la superficie corporal del paciente. Se contrastaron las medidas obtenidas
segun los valores de referencia de RMC (121).

Se analizaron cualitativamente las secuencias de RTG en ambos ventriculos,
describiendo la presencia, patrdn, localizacion y extensidn del realce.

Se consider6 afectacién de VI cuando se dio alguna de las siguientes
condiciones: alteraciones regionales de la contractilidad de VI, adelgazamiento de
la pared, fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) <50% o RTG con patrén
no isquémico. Del mismo modo, se consideré afectacion de VD en caso de
alteraciones regionales de la contractilidad de VD, aneurismas, fraccion de eyeccién
< 45% o presencia de realce tardio.

Respecto a los fenotipos se clasificaron a los pacientes en funcién de la
afectacién en RMC en fenotipo VI, VD o biventricular (BV) (presencia de afectacién
de ambos ventriculos). Finalmente, en caso de no detectar ninguna afectacién en

RMC se considero fenotipo negativo.

2. Ecocardiografia transtoracica
La ETT se llevo a cabo mediante un equipo Vivid 9 (GE® Healthcare, Hgrten,
Noruega). El protocolo de estudio mediante ETT consistié en las siguientes

adquisiciones: eje largo paraesternal del ventriculo izquierdo y ventriculo derecho,
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eje corto paraesternal (a nivel de la valvula mitral, los musculos papilares y el apex),
apical de 4 camaras, apical 4 cdmaras con imagenes focalizadas de VI (vistas de 4
camaras, 3 cdmaras y 2 cdmaras) adquiridas al menos a 65 imagenes por segundo.
Se adquirieron imagenes adicionales cuando fue necesario. También se analizaron
los voliumenes del VI y la FEVI mediante el método Simpson biplano, cuantificandose
y estratificdndose su gravedad de acuerdo a las recomendaciones actuales (122).
imagenes se procesaron offline en el software EchoPAC (GE®, Hgrten, Noruega).

Se aplicé un modelo de 18 segmentos para analizar las alteraciones
regionales de la contractilidad regional y la deformacién miocardica (strain).

El andlisis del strain, se realizd en el paquete de analisis de strain del
software EchoPAC, trazando el borde endocardico, ajustando el epicardico
dibujando una region de interés (ROI), evitando el pericardio. Se obtuvo el strain
global longitudinal (SGL) mediante speckle tracking 2D (123). Ademas del SGL, se
estudiaron las siguientes variables: strain regional longitudinal, strain longitudinal
especifico de cada capa miocardica (endocardio, mesocardio y epicardio) (Figura 14)
y la dispersidon mecdanica a través del analisis de la desviacion estandar de la media
de los tiempos de contraccidn de cada segmento (DE) y el rango entre el maximo y
minimo tiempo hasta la maxima deformacién (delta). Los valores obtenidos del SGL,
el SGL especifico por capa miocardica y la dispersion mecanica se contrastaron con

los valores de referencia de la literatura (124-126). Se seleccionaron 20 pacientes

| ANALISIS DEL SPECKLE TRACKING 2D DE VI

Strain (%)

Strain Global Longitudinal
Dispersion Mecanica (DM)
[Desviacién estandar (DE) y rango(delta)] )

N———

Figura 14. F/gura resumen de las variables de andlisis de SGL. SGL: strain global longitudinal.

SGL especnflco por
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aleatoriamente para analizar la variabilidad interobservador, evaluando el SGL

especifico por capa miocardica.

D) Analisis genético

El analisis genético se realizd mediante extraccion de muestra de sangre
periférica obtenida en el caso indice o probando. Mediante la tecnologia NGS (Next-
Generation Sequencing) se analizé un panel de 21 genes (Tabla 4) relacionados con
la MA. La patogenicidad de cada variante se evalud acorde a las recomendaciones
de las guias del Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica (21). Una vez

detectada una variante patogénica se realizd estudio genético en cascada de los

familiares.
DSC2 CTNNA3
DSG2 DES
DSP LMNA
FINC RYR2
JUP TGFB3
PKP2 TTN
PLN CASQ2
TMEM43 CTNNB1
LDB3 PERP
PKP4 PPIRI3L
SCN35A

Tabla 4. Panel de genes incluidos en el andlisis NGS de la sospecha de Miocardiopatia Arritomgénica.

NGS: Next-Generation Sequencing.

E) Andlisis histoldgico

Se llevd a cabo un andlisis histoldgico del corazén de 2 pacientes fallecidos
subitamente (portadores de mutaciones en FLNCy TMEMA43, respectivamente) y de
un sujeto sometido a trasplante cardiaco (portador de mutacién en DES). Las
muestras de tejido cardiaco se fijaron en formaldehido tamponado al 4%, se
deshidrataron y se fijaron en parafina (127). Se prepararon secciones de 5 um de
espesor y se tifleron con hematoxilina-eosina (HE) para la evaluacién morfoldgica,
mientras que la organizacion de las miofibrillas se evalud con la tincion de hierro de
Heidenhain con hematoxilina (HD). Los colagenos fibrilares se tifieron con el

tricromico de Masson (MS) y Picrosirius (PS, con microscopia de luz polarizada),
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mientras que los colagenos reticulares se tifieron con la tincién de plata de Gomori
(RET). Ademas, en este estudio se utilizd como control una muestra de tejido
cardiaco procedente de un sujeto fallecido, sin ninguna enfermedad cardiaca.
Finalmente, se determind el porcentaje de infiltracién fibroadiposa mediante el
software informatico Imagel® (Bethesda, MD, EE.UU.) de acuerdo a la metodologia

descrita previamente (94).

F) Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé en el software SPSS Statistics version 20.0
(IBM®, Armonk, NY, USA). Se comprobé la normalidad de las variables continuas
mediante el test Shapiro-Wilk. Las variables continuas se expresaron en media *
desviacion tipica y las variables categdricas con porcentajes y frecuencias. Las
variables cualitativas se compararon mediante el test X? de Pearson o el test exacto
de Fisher, seglun el caso. Las comparaciones de variables cuantitativas entre 2
grupos se realizaron con el test t de Student o Mann-Whitney dependiendo de la
normalidad. Para comparaciones de variables cuantitativas de mds de 2 grupos se
seleccioné el test de ANOVA o Kruskal-Wallis. Se utilizaron las curvas ROC (Receiver
Operating Characteristic) para definir los puntos de corte del SGL capaces de

predecir TVNS y el RTG. Se considero estadisticamente significativo un valor p<0.05.

G) Disefio del estudio

El disefio global del estudio se ilustra en la Figura 15, en un estudio de corte
trasversal con dos objetivos principales bien diferenciados: por un lado, la
correlacién genotipo-fenotipo y por otro el estudio del valor prondstico de las
técnicas de deformacidon miocardica. El reclutamiento de pacientes se realizé de
forma retrospectiva identificando los pacientes que cumplian los criterios de
inclusion de nuestra cohorte de pacientes con MA. Con ellos, se establecieron 3
grupos de pacientes: portadores de mutaciones en genes desmosomales,

portadores de mutaciones en genes no desmosomales y grupo con genotipo
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negativo. El reclutamiento de pacientes, evaluacién y andlisis de los resultados del
estudio se llevaron a cabo en dos fases temporales:

e 192 Fase (2018-2020). Estudio de relacién genotipo-fenotipo para
identificar patrones de realce tardio asociado a la presencia de
mutaciones en genes especificos, con descripcion histopatoldgica de
variantes no desmosomales.

e 292 Fase (2020-2021). Estudio de la capacidad predictiva de las
técnicas de deformacidn miocardica mediante ETT en la deteccion de
variables marcadoras de alto riesgo arritmico como TVNS, RTG vy

mutaciones de riesgo.
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Figura 15. Disefio del estudio.
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RESULTADOS

RESULTADOS PRIMERA FASE DEL ESTUDIO:
Fibrosis miocardica en la miocardiopatia arritmogénica: estudio de

correlacion genotipo-fenotipo.

ANEXO I.

Caracteristicas clinicas

En la fase inicial de la presente Tesis Doctoral, se incluyeron un total de 44
pacientes con diagndstico de MA (definitivo y borderline). De todos ellos, 33
pacientes (75%) cumplian criterios definitivos de la Task Force Internacional para
MAVD/D (Tabla 5).

Las caracteristicas basales se resumen en la Tabla 6.

Se incluyeron un 50% de hombres y mujeres, con una edad media de 41.6 +
17.5 afios. La gran mayoria de los pacientes se incluyeron a raiz de una historia
familiar positiva de muerte subita cardiaca (79.5%). Un 22.7% presento

antecedentes de taquicardia ventricular/fibrilacién auricular al inicio del estudio.

Genética

De acuerdo al disefio del estudio se dividieron a los pacientes en grupos
segin el resultado del test genético, detectdndose mutaciones en genes
desmosomales (D) en 13 pacientes, 25 con mutaciones en genes no desmosomales
(ND), no identificando mutacidn patogénica subyacente en sélo en 6 sujetos (N)

(Figura 16).
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NEGATIVO
TMEM43 14%

2%

LMNA
% DES
PKP-2 37%
2%
DSG-2
11%

FLNC
16% DsP

Figura 16. Distribucion de las distintas mutaciones genéticas encontradas. En rojo aquellas mutaciones en

genes desmosomales.
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Tabla 5. Caracterizacion de la muestra de pacientes segun los criterios de 2010 de la Task Force Internacional para MAVD/D. ARCS:
alteraciones regionales de la contractilidad segmentaria; BV: biventricular; EV: extrasistolia ventricular; F: femenino; FEVD: fraccion
de eyeccion de ventriculo derecho; FEVI: fraccion de eyeccidn de ventriculo izquierdo; FV: fibrilacion ventricular; M: masculino, M/m:
mayores/menores; RMC: resonancia magnética cardiaca; RTG: realce tardio gadolinio; TVNS: taquicardia ventricular no sostenida;
TVS: taquicardia ventricular sostenida; VI: ventriculo izquierdo; VD: ventriculo derecho; VTDi: volumen telediastdlico indexado.
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Tabla 5. Continuacion.

No Desmosomal Negativo
desmosomal (13) (6)
(25)
Sexo (femenino) n, 22 (50) 14 (56) 6 (46.2) 2 (33.3) 0.57
(%)

Edad (afios), media+ 41.6+17.5 37.04%17.3 40.2+16.8 56.7+12.7 0.044
DE

Cumple TF n, (%) 33 (75) 19 (76) 9 (69.2) 5(83.3) 0.792
Asintomaticos n, (%) 27 (61.4) 19 (76) 7 (53.8) 1(16.7) 0.022
TV/FV n, (%) 10(22.7)  2(8) 4 (30.8) 4 (66.7) 0.006
Historia Familiarde  35(79.5) 25 (100) 9 (69.2) 3(50) 0.001
MSC n, (%)
Fenotipot VD 5(11.4) 3(12) 1(7.7) 1(16.7)
n, (%) Vi 10(22.7)  9(36) 0(0) 1(16.7) 0.224
BV 25(56.8) 11 (44) 10 (76.9) 4 (66.7)
Ninguno 4 (9.1) 2 (8) 2 (15.4) 0(0)

Tabla 6. Caracteristicas basales. BV: Biventricular; TF: Criterios de la Task Force; TV/FV: Taquicardia ventricular/Fibrilacion
ventricular; MSC: Muerte subita cardiaca; VD: Ventriculo derecho; VI: Ventriculo izquierdo. 1 El fenotipo se define por la
presencia de anomalias regionales del movimiento de la pared y/o realce tardio del gadolinio en resonancia magnética.



Tesis Doctoral D. Segura Rodriguez

RESONANCIA MAGNETICA CARDIACA

Caracteristicas generales

Se observé una afectacidon frecuente de VI en RMC, presentdndola el 79.5%
de los pacientes del estudio. El fenotipo de MA mas frecuente fue el BV con 25
(56.8%) de los pacientes, seguido del izquierdo aislado en 10 (22.7%) y con sélo 5
(22.7%) pacientes con afectacion Unica de VD.

Globalmente los volumenes ventriculares del VI se encontraron en el limite
superior de la normalidad (90 + 21mL/m2) y los volimenes ventriculares de VD
dentro del rango normal (79 £ 23mL/m?2). De forma general, la fraccidén de eyeccidn
se encontrd en el rango inferior de la normalidad o ligeramente deprimida en ambos
ventriculos (FEVI 48.9 + 10.5% y FEVD 48.8 + 9.5%). Un 47.7% de los pacientes
tuvieron una FEVI>50%. Se observaron anomalias regionales de la contractilidad

segmentaria (ARCS), en Vl en 21 (47.7%) pacientes y en VD en 27 (61.4%) pacientes.

Gadolinio

Se detectd realce tardio con gadolinio (RTG) en VI en 35 (79.5%) pacientes,
siendo la afectacion biventricular en 18 (45.4%) de ellos. La gran mayoria de los
pacientes presentd una distribucion de RTG en la capa subepicdrdica (33, 86.8%),

observandose sélo afectacién exclusiva de la capa mesocardica en sélo 2 pacientes.

CORRELACION GENOTIPO/FENOTIPO
La caracterizacién fenotipica mediante RMC en funciéon del genotipo

subyacente se representa en la Tabla 7.

Analisis morfoldgico

En el andlisis volumétrico se observd que aquellos hombres del grupo ND
presentaron volumenes telediastdlicos de VI indexados (VTDVIi) ligeramente
mayores respecto a las cohortesde Dy N (106.3 + 25.6mL/m2 vs. 80.7 £ 16.4 mL/m?2

y 80.1 + 17.3 mL/m2, respectivamente; p= 0.05), un aspecto no observado en
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mujeres. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los volumenes

de VD en ambos sexos.

Analisis funcional

Se observaron ARCS-VI en 14 (56%) del grupo ND, 5 (38.5%) del grupo Dy 2

(3.3) de la cohorte N, siendo la pared mas frecuentemente afectada la inferolateral

en un tercio del total (15, 34.1%). En el grupo D se observé con mayor frecuencia

ARCS-VD respecto a los portadores de mutacion no desmosomal (84.6% vs. 44%;

p=0.025).

El grupo ND de hombres también presentaron una tendencia a valores de

FEVI mas bajos respecto a los otros 2 grupos (44.6 £+ 11.1% vs. 51.8 + 6.6% y 56.4 +

9.2%, respectivamente; p=0.09). El grupo D de mujeres si mostré una FEVI mas baja

respecto a los grupos ND y N (43.5 + 9.8% vs. 52.6 + 7.4% y 63.2 + 5.3%,

respectivamente; p=0.02). Del mismo modo el grupo D de hombres presentd

valores absolutos de FEVD mas bajos, sin llegar a alcanzar diferencias significativas.

DES

DSP

FLNC

DSG-2

PKP-2
LMNA
TMEMA43

Negativo

Proteina

Desmina

Desmoplaquin
a

Filamina C

Desmogleina
2

Placofilina 2
Lamina A/C

Luma

Cambio

Nucleétido

€.1203G>C

c.3133C>T

€.7697_7698ins
G
c.4288+2T>G

c.581_599delTG
GTGGACAACTG
CGCCCC
c.875G>A

c.535delA
c.1643delG

c.1541G>A

c.1073C>T

Tipo de

cambio

proteico
Missense
Nonsense

Frameshift

Nonsense

Nonsense

Missense

Nonsense

Nonsense
Missense

Missense

Portadores

16

Vi
ARCS

11

No

No

No

VD
ARCS

No

Fenotipo
RTG

VD1
VI 6
BV 9
Vil
BV 6

VI5
VD1
Ninguno 1

BV 3
Ninguno O

VD1
Ninguno
VD1
VI3

BV 2
Ninguno 1

Extension
RTG-VI

Anular 13
Inferolateral 2
Inferior 1
Anular 3
Septum 1
Inferolateral 2
Lateral 1
Inferolateral 3
Lateral 2

Anular 1
Lateral 2

76



Tesis Doctoral D. Segura Rodriguez

Tabla 7. Fenotipos de miocardiopatia arritmogénica en RMC segun la mutacion genética subyacente. ARCS: alteraciones regionales de la
contractilidad segmentaria; BV: Biventricular; RTG: Realce tardio de gadolinio; VD: Ventriculo derecho; VI: Ventriculo izquierdo.

Caracterizacion Tisular

Se observd una distribucion diferente del RTG en funcion de la
genética subyacente (Figura 17). En los tres grupos se identificd una alta
prevalencia de RTG en VI, sin alcanzar diferencias entre los portadores de
mutacion desmosomal, no desmosomal y con genotipo negativo (76.9% vs.

80% vs. 83.3%, respectivamente).

Figura 17. Imdgenes representativas del fenotipo mediante realce tardio con gadolinio de pacientes
con mutaciones no desmosomales (fila superior) y de mutaciones desmosomales (fila inferior). Las
flechas sefialan las zonas de realce. A: mutacion DES con realce circunferencial de VI. B: mutacion FLNC
con realce lateral del VI. C: mutacion TMEMA43 con realce en VD. D: Mutacidn PKP-2 con realce en VD.
E: mutacion DSG-2 con realce biventricular. F: Mutacion DSP con realce biventricular.

El patrén predominante de RTG de VI (RTG-VI) en los 3 grupos fue el
subepicardico. En extension del RTG-VI, aquellos pacientes del grupo ND,
particularmente portadores de mutacidn en DES, mostraron un patrén anular
o circunferencial subepicardico muy caracteristico (Figura 18). Este patron
fenotipico se observdo mas frecuentemente en el grupo ND, respectoal Dy N

(76.5% vs. 23.5% y 0%, respectivamente; p=0.02). Analizando este patrén
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anular en funcion del gen responsable, se identificd en 13 portadores de
mutacion en DES (p=0.006), 1 en portadores de FLNC, en 3 portadores de DSP
y 1 en DSG-2. El 22 patrdn de RTG-VI mas frecuente fue el inferolateral/lateral
subepicardico que se observd predominantemente en portadores de

mutacién en FLNC (Figura 19).

Figura 18. Realce tardio de gadolinio (RTG) circunferencial caracteristico en una paciente afectada por la
mutacion DES. Ay C: secuencias de cine SSFP de eje corto y de cuatro cdmaras. By D: Secuencias de RTG
en el eje corto y en la vista de cuatro cdmaras donde se aprecia la extensa fibrosis (flechas blancas).

Figura 19. Realce tardio con patron subepicdrdico inferolateral en un varén de 21 afios
portador de mutacion en el gen FLNC.

La afectacidon del VD por RTG presentd una tendencia mads prevalente en el
grupo D, respecto al ND y N (76.9% vs. 40% y 33.3%, respectivamente; p=0.06).

Resumen genotipo-fenotipo (Tabla 8).
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No-desmosomal Desmosomal Negativo (6) Valor
(25) (13) p
RTG-VI, n (%) 20 (80) 10(76.9) 5(83.3) 0.94
Distribuciéon RTG-VI, n (%) Subepicardico Subepicardico9 | Subepicardico4 | 0.17
20 (100) (90) (80)
Mesocardico 1 Mesocardico 1
(10) (20)
Extension RTG-VI anular, | 14 (56) 4 (30.8) 0(0) 0.02
n (%)
RTG-VD, n (%) 10 (40) 10 (76.9) 2(33.3) 0.06
Patrén RTG, n VI 11 (44) 1(7.7) 3(50)
(%) VD 3(12 1(7.7 0(0
(12) (7.7) (0) i
Biventricular 9 (36) 9 (69.2) 2 (33.3)
No 2(8) 2 (15.4) 1(16.7)

Tabla 8. Hallazgos de realce tardio con gadolinio. RTG: realce tardio de gadolinio; VD: ventriculo derecho;
VI: ventriculo izquierdo.

Descripcion histoldgica

En el andlisis histoldgico con HE de las muestras de los sujetos portadores de
mutacién en DES, FLNC y TMEMA43, se observd un aumento del tejido conectivo
fibrilar y aumento del espacio intercelular, en comparacidn al sujeto control. Se
observd un aumento marcado de la matriz extracelular en las muestras de
portadores de mutacion de FLNC, TMEM43 y DES en comparacion al sujeto control,
observando presencia de tejido fibroadiposo en el 51.4%, 40.3%, 39.5%,
respectivamente, vs. 21.2% en el control. Tanto las muestras de FLNC y TMEMA43
también mostraron cierto grado de hipertrofia de cardiomiocitos (Figura 20). A
diferencia de las muestras de FLNC, TMEMA43 y del control, aquella con la mutacién
en DES presentd una fijacion de HD mads débil, siendo un dato sugerente de

afectacion miofibrilar.
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Figura 20. Imdgenes histoldgicas de muestras de tejido cardiaco de sujetos afectados por diversas mutaciones.
(DES, FLNC y TMEMA43). También se muestra como comparativa el andlisis histoldgico de tejido cardiaco sano
(control). Panel A: tincion H&E. Panel B: método HD. Las flechas sefialan el aumento de los componentes de la
matriz extracelular fibrilar. Barra de escala = 100 um.

Al evaluar los componentes de la matriz extracelular con las fijaciones de
MS, PS y RET, se observd un aumento del espacio intercelular, compuesto por
colageno (observado con MS y PS) y fibras reticulares (RET), en comparacién a la
muestra del sujeto control. En el microscopio de luz polarizada llevada a cabo
mediante fijacion con PS, se observé un aumento de las fibras de coldgeno junto a
un aumento de su birrefringencia en las muestras de mutaciones en FLNC y
TMEMA43, siendo resultado de una organizacidén en paralelo de estos componentes
de la matriz extracelular. Esta birrefringencia no se observd en la muestra de
mutacién en DES, la cual presentd un aumento de las fibras reticulares pericelulares

(Figura 21).
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Control

DES

FLNC

Figura 21. Andlisis histoquimico de los componentes de la matriz extracelular fibrilar de muestras
de tejido cardiaco de pacientes portadores por diversas mutaciones (DES, FLNC y TMEMA43) y
muestras de tejido sano (control). Las flechas indican el aumento de las fibras de coldgeno, tefiidas
en verde con MS (A) y en rojo con tincion de PS (B). La microscopia de luz polarizada con PS (C) se
observa que las zonas con coldgeno mostraron un alto nivel de alineamiento y densidad. La tincion
de plata Gomori (D) muestra el aumento de las fibras reticulares como un precipitado fibrilar negro.
Barra de escala = 100 um.
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RESULTADOS SEGUNDA FASE DEL ESTUDIO:
El strain global longitudinal por capa miocardica especifica predice el

riesgo arritmico en miocardiopatia arritmogénica.

ANEXO II.

Caracteristicas clinicas

En el segundo periodo de estudio de esta Tesis Doctoral, se incluyeron 45
sujetos con diagndstico definitivo o limitrofe de MA, pertenecientes a 19 familias.
Las caracteristicas basales de la muestra de esta segunda fase se exponen en la
Tabla 9.

Al igual que en la primera fase, se observé una elevada prevalencia de
historia familiar de MSC (39, 86.7%). En torno a la mitad (24, 53.3%) de los sujetos
presentaba sintomas al inicio del estudio, predominantemente disnea de esfuerzo
(10 pacientes). En el resto se alcanzé el diagndstico gracias al cribado familiar en
cascada. En funcion del grupo genotipico subyacente, se identificaron 24 pacientes
(53.3%) portadores de mutacion no desmosomal, 15 (33.3%) con mutacién

desmosomal Dy 6 (13.3%) con genotipo negativo (Figura 22).

NEGATIVO
13%

TMEMA43

mDES mDSP mFLNC DSG-2 mPKP-2 mLMNA mTMEM43 m NEGATIVO

Figura 22. Distribucion de las distintas mutaciones genéticas encontradas. En rojo aquellas
mutaciones en genes desmosomales.
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Un total de 20 (26.6%) de los pacientes habian sufrido la variable combinada
TV/FV antes de la inclusion, con 5 sujetos que experimentaron descarga apropiada
del DAI. El fenotipo mas frecuente en aquellos con TV/FV fue el de MA-BV (7;58.3%)
seguido del MA-VD (3;25%) y el MA-VI (1,8.3%). En el seguimiento previo a la

inclusion, dieciséis (35.5%) pacientes habian presentado episodios de TVNS en la

D. Segura Rodriguez

monitorizacion mediante Holter de 24 horas o ECG de 12 derivaciones.

Sexo (masculino) n, (%)
Edad (afios), media + DE
indice de masa corporal, kg/m2
Superficie corporal, m2
Hipertension n, (%)
Dislipemia n, (%)

Diabetes tipo 2 n, (%)
Tabaquismo

Fumadores n, (%)
Exfumadores n, (%)
Historia Familiar MSC, n (%)
Asintomadticos, n (%)
Sintomas, n (%)

Disnea

Dolor toracico
Palpitaciones

Sincope

MSC recuperada

Clase funcional

NYHA I n, (%)

NYHA II n, (%)

NYHA Il n, (%)

ECG alterado n, (%)
Fibrilacidn auricular n, (%)
Paroxistica

Persistente

Permanente

Test genético n, (%)
Mutacién desmosomal
Mutacién no-desmosomal

Fenotipo, T n (%)

VD

Vi

BV

Silente

TVNS n, (%)

DAI n, (%)
Prevencion primaria
n, (%)

Prevencion secundaria
n, (%)

Tabla 9. Caracteristicas basales en funcion de la presencia de TV/FV. BV = biventricular; DAl = desfibrilador
automadtico implantable; FV: fibrilacion ventricular; MSC = muerte subita cardiaca; RMC: resonancia magnética
cardiaca; RTG: realce tardio de gadolinio; TV: taquicardia ventricular; TVNS: taquicardia ventricular; VD = ventriculo
derecho; VI = ventriculo izquierdo. tBasado en las anomalias regionales del movimiento de la pared y el realce tardio

del gadolinio.

Total (45)
23 (51.1)

43.13 +£16.5

26.8+4.1
1.8+0.2
2 (4.4)
2(4.4)
1(2.2)

4(8.9)
2(4.4)
39 (86.7)
21 (46.7)
24 (53.3)
10 (22.2)
2 (4.4)
7 (15.6)
3(6.7)
2 (4.4)

34 (75.6)
9 (20)
2(4.4)

34 (75.6)
4(8.9)

2(4.4)

1(2.2)

1(2.2)

15 (33.3)

24 (53.3)

6 (13.3)

5(11.1)
19 (42.2)
15 (33.3)
6 (13.3)
16 (35.6)
23 (51.1)
14 (60)

9 (40)

TV/FV (-) (33)

12 (36.4)

41.3+17.8
27.2+4.4
1.83+0.2

2 (6.1)
1(3)
1(3)

3(9.1)
2(6.1)
33 (100)
20 (60.6)

8 (24.2)
2 (6.1)
1(3)
2 (6.1)
0(0)

24 (72.7)
9(27.3)
0 (0)
23 (69.7)
2(6.1)
1 (50)
0
1 (50)

11 (33.3)
22 (66.7)
0

2(6.1)
17 (51.1)
9(27.3)
5 (15.2)
7(21.2)
13 (39.4)
12 (92.3)

1(7.7)

TV/EV (+) (12)
11 (91.1)
48.3+11.6
25.8+3.4
1.96 + 0.21
0 (0)
1(8.3)
0(0)

1(8.3)
0 (0)

6 (50)
1(8.3)

2 (16.7)
0(0)
6 (50)
1(8.3)

2 (16.7)

10 (83.3)
0(0)
2(16.7)
11 (91.7)
2(16.7)
1(50)
1(50)
0

4(16.7)
2 (16.7)
6 (50)

3(25)
1(8.3)
7 (58.3)
1(8.3)
9 75)
10 (83.3)
2(20)

8 (80)

Valor p
0.001
0.21
0.31
0.08

1
0.46
1
0.66

<0.001
0.002
<0.001

0.021

0.24
0.28

<0.001

0.022

0.002
0.001
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Descarga DAl n, (%) 7 (15) 2(6.1) 5(41.7) 0.011
Apropiada n, (%) 5(71.4) 0(0) 5100
Inapropiada n, (%) 2 (28.6) 2 (100) 0 (0)
Presencia RTG n, (%) 33(73.3) 23 (69.7) 10 (83.3) 0.46
Fenotipo RTG n, (%) 0.297
VD 10 (22.2) 8(24.2) 2(16.7)
VI 5(11.1) 2(6.1) 3(25)
BV 18 (40) 13 (39.4) 5(41.7)

Ecocardiografia

En el analisis ecocardiografico, un total de 23 (51.1%) pacientes presento
FEVI reducida (42.9 * 5.9%), encontrandose mas frecuentemente en el rango
ligeramente reducido (69.6%), seguidos de un 26.1% con FEVI moderadamente
reducida y un 4.3% con FEVI gravemente reducida. Sin embargo, la gran mayoria de
los pacientes mostré una funcion sistdlica de VD preservada (Excursion sistélica del
anillo tricuspide [TAPSE] 20.1+4mm). Globalmente, los VTDVIi se encontraron en
rango normal (VTDVIi 56.7+ 15.6mL/m2). Un total de 31 individuos presentaron
ARCS, siendo las localizaciones mas frecuentes los segmentos basales y medios de
la pared inferolateral y el segmento lateral medio. El andlisis de los parametros de
deformaciéon miocdrdica se expone en la tabla 10. Los valores de dispersién

mecdnica fueron mayores (DMpe 51.3 + 18ms y DMpeita 174.2 £ 51.5ms) en

comparacion a los valores de referencia de la literatura (126).

Analisis del SL Segmento Capa Capa Capa
por capa Epicardica, % Mesocardica, % Endocardica, %
miocardica

Basal Anterior -17.315 -18.5145.3 -19.845.8
Anteroseptal | -16.115.1 -16.21+5.3 -16.415.7
Inferoseptal -14.614.6 -14.314.6 -14.314.9
Inferior -17+4.7 -17.3%4.9 -17.715.4
Inferolateral @ -18.2+5.9 -18.9+6 -19.816.3
Lateral -17.245.5 -18.745.7 -20.416.1

Medio Anterior -14.445 -15.745.2 -19.344.9
Anteroseptal | -15.4%4.3 -17.1+4.5 -17.215.7
Inferoseptal  -16.1+4.8 -16.75 -17.515.2
Inferior -17.614.6 -18.1+4.7 -18.7+4.9
Inferolateral | -17.3+4.4 -18.6+4.6 -20.2+5

Tabla 10. Andlisis del Strain Longitudinal Regional y Global segtn cada capa miocdrdica. SL: Strain longitudinal; SGL: strain
global longitudinal.
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Lateral -15.5£4.5 -17t4.6 -18.6x4.9
Apical Anterior -11.8t4.4 -15.2+4.6 -20.1+5.5
Anteroseptal | -13.5%4.9 -17.616 -23.5+7.8
Inferoseptal -15.815.3 -19.116.2 -23.948
Inferior -17.5£4.5 -21.1+£5.1 -26.216.5
Inferolateral | -15+4.3 -18.715 -23.716.1
Lateral -12.915.3 -15.815.8 -201£7.1
SGL = -15.6£2.9 -17.313.1 -19.31£3.6

Analisis Interobservador

En el analisis de correlacién inter-observador, se evidencié una excelente
concordancia entre los 2 observadores (expertos en ecocardiografia) con un
coeficiente de correlacién intraclase (ICC) de 0.93 (0.83-0.97; IC 95%) para el SGLep
y 0.87 (0.72-0.95; IC 95%) para el SGLenpo.

Caracterizacion en RMC

El fenotipo MA-VI fue el mas frecuente (42.2%), seguido de 15 (33.3%)
pacientes con afectacién MA-BV y sélo 5 (11.1%) con fenotipo MA-VD. La media de
FEVI y FEVD por RMC fue de 51.7 + 10.2% y 50.9 * 10.15, respectivamente. En la
caracterizacion tisular mediante secuencias de RTG, se identificé RTG en 33 (73.3%)
sujetos. La distribucién del RTG fue predominantemente BV (18;54.5%), seguida de
exclusivamente en VI en 10 (30.3%) individuos y aislada en VD en 5 (15.2%). El
patron predominante del RTG-VI fue el subepicardico en 27 (96.4%) pacientes, y con
solo 1 paciente con patrén focal transmural en el septo interventricular. No se
identificd patrén subendocardico en ninguno de los casos. La localizacion mas
frecuente del RTG-VI fue la pared lateral/inferolateral en 27 (96.4%) sujetos con una
extensién anular o circunferencial en 19 (70.4%) casos.

El grupo con antecedente de TV/FV presenté mas frecuentemente un
fenotipo biventricular (7, 58.3%), siendo menos frecuente el fenotipo derecho e

izquierdo (3 (25%) y 1 (8.3%), respectivamente).
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Strain Global Longitudinal y Eventos arritmicos mayores

Se observo una tendencia a peores valores de SGL en la capa epicardica en
aquellos pacientes con TV/FV previa respecto los que no la habian presentado
(-14.4+2.2vs.-16.1+3.1%; p = 0.09). No se hallaron diferencias en los parametros

de SGL mesocardico y endocardio.
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Strain y Marcadores de Riesgo Arritmico.

Strain global longitudinal y taquicardia ventricular no sostenida

El andlisis comparativo de los grupos con antecedente de TVNS (TVNS (+) y

sin TVNS (TVNS (-)) en funciéon del SGL, se muestra en la Figura 23.
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Figura 23. Andlisis comparativo del SGL global y regional especifico por capa miocdrdica entre los grupos TVNS(+)
y TVNS (-) representado en modelos de 18 segmentos del ventriculo izquierdo. Las zonas blancas indican
diferencias significativas en los valores de strain longitudinal entre grupos. SGL: strain global longitudinal; TVNS
: taquicardia ventricular no sostenida.

87



Tesis Doctoral D. Segura Rodriguez

En el analisis de SGL por capa miocdardica de VI se observaron peores valores
de SGL-VI en las capas epicardica y mesocardica en los pacientes del grupo con TVNS
(+), sin observar diferencias en el SGL-VI endocdrdico. Tampoco se observaron
diferencias en los pardmetros de dispersion mecanica entre ambos grupos (DMpe:
TVNS (+) 53.6 + 15.6ms vs. TVNS(-) 50 + 19.3 ms; p= 0.434 y DMpera: TVNS(+) 185.6
+ 66.8ms vs. TVNS(-) 167.9 £ 58.6 MS; P=0.448).

Respecto al andlisis regional, se observaron peores valores de strain
longitudinal en los segmentos basales y medios inferoseptal e inferior, en todas las
capas miocdrdicas en el grupo TVNS (+) respecto al TVNS (-). Se observé una
tendencia a valores mas bajos de la ratio de SGL endocardio/epicardio en el grupo
TVNS (+) (1.2 £ 0.1 vs. 1.3 + 0.1; p=0.06).

En el analisis de la curva ROC se observd un area bajo la curva de 0.74 (0.59-
0.89; IC 95%) para SGLepisiendo el mejor punto de corte -15.4% para predecir TVNS
con una sensibilidad del 75% y una especificidad del 72.4%. Figura 24.

Curvas ROC
TVNS y SGLepi TVNS y SGLmeso TVNS y SGLendo

10 1,0 10

08 08 08
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Figura 24. Andlisis de las curvas ROC del SGL especifico por capa miocdrdica para predecir TVNS. ABC: drea bajo la
curva; SGL: strain global longitudinal; TVNS: taquicardia ventricular no sostenida.
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Strain global longitudinal y realce tardio de gadolinio en ventriculo izquierdo

El analisis comparativo del SGL de capa miocardica y la presencia de RTG
(RTG (+) vs. RTG (-)) se recogen en la Figura 25. Se detectaron diferencias
significativas en el SGL en funcion de la presencia de RTG (+), particularmente en las
capas epicardica y mesocardica. No se observaron diferencias en el SGL de la capa
endocardica entre los grupos RTG (+) y RTG (-). Aquellos individuos con RTG (+)
presentaron una ratio entre el SGL de las capas endocdrdicas y epicardicas mas bajo,

en comparacion al grupo RTG (-) (1.3 £ 0.1 vs. 1.2 £ 0.1; p=0.035).
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Figura 25. Andlisis comparativo del SGL global y regional especifico por capa miocdrdica entre los grupos
RTG(+) y RTG (-) representado en modelos de 18 segmentos del ventriculo izquierdo. Las zonas blancas indican
diferencias significativas en los valores de strain longitudinal entre grupos. SGL: strain global longitudinal;
RTG: realce tardio de gadolinio.

89



Tesis Doctoral D. Segura Rodriguez

Del mismo modo que los pacientes del grupo TVNS (+), en la cohorte RTG (+)
también se observaron valores de strain mas alterados en los segmentos inferior e
inferoseptal de VI, de forma consistente en todas las capas miocardicas. No
obstante, no hubo diferencias en los parametros de dispersion mecdnica (MDpgrra:
RTG (+) 52.2 + 16.3ms vs. RTG (-) 168.5 + 74.9ms; p=0.36).

Se realizé un analisis mediante curva ROC del SGL cada capa miocardica en
funcidn de la presencia de RTG-VI, identificando la mejor area bajo la curva para el
SGLepi con un punto de corte de 0.75 (0.57-0.9; IC 95%), con una sensibilidad y
especificad del 72.7% y del 75%, respectivamente (Figura 26).
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Figura 26. Andlisis de las curvas ROC del SGL especifico por capa miocdrdica para predecir la presencia de RTG. SGL:
strain global longitudinal; RTG: realce tardio de gadolinio.
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Strain global longitudinal y genética

En el analisis comparativo del SGL por capa miocdrdica en funcién del grupo
genético (portadores de mutacion desmosomal, no desmosomal y negativo (Tablas
11, 12 y 13), no se observaron diferencias significativas en ninguna de las capas
miocardicas. Tampoco se observaron diferencias en los pardmetros de dispersiéon
mecdnica (MDpe: D 52.2 £+ 14.6 msvs. ND 50 + 21.4 ms vs. N 53.9 + 11.6ms; p=0.89,
MDpeita: D165.9+37msvs. ND 170.2 £ 68.2ms vs. 211 £ 78.4ms; p=0.41). Del mismo
modo, en la ratio SGL endocardico/epicardico tampoco se observaron diferencias

significativas (D 1.3 +0.1vs. ND 1.2 +0.1vs. N: 1.3+£0.1; p=0.17).

SGL Epicardico Segmento Desmosomal No-desmosomal | Negativo Valor p

n, (%) 15, (33.3) 24, (53.3) 6, (13.3)

Basal Anterior -17.2+3.3 -18.3+5.2 -13.5+6.6 0.11
Anteroseptal -16.2+5.4 -16.6+5.2 -13.8+4.2 0.52
Inferoseptal -14.4+4.6 -14.5+4.5 -15.3#5.4 | 0.91
Inferior -17.9+4.9 -16.5+5.0 -16.4+2.6 0.64
Inferolateral -18.05.1 -18.3+5.8 -17.949.1 | 0.98
Lateral -18.1+4.3 -17.1+5.9 -15.0+6.9 0.51

Medio Anterior -16.1+4.8 -14.6+4.5 -9.9+5.1 0.03
Anteroseptal -15.0+4.0 -15.7+4.7 -14.9+4.0 0.85
Inferoseptal -15.614.4 -16.145.3 -17.5¢4.1 | 0.71
Inferior -17.0+4.2 -17.945.3 -17.7+3.4 0.86
Inferolateral -16.7+3.2 -17.7+4.6 -17.0¢6.6 | 0.81
Lateral -16.6+4.3 -15.4+4.6 -13.2+4.6 0.30

Apical Anterior -13.0+4.8 -11.7¢4.3 -9.543.3 0.26
Anteroseptal -14.6+5.9 -12.9+4.4 -13.4+4.2 0.59
Inferoseptal -16.616.3 -15.7+4.7 -13.945.3 | 0.57
Inferior -17.0+4.8 -18.0+4.7 -17.0+3.6 0.67
Inferolateral -15.5+4.3 -14.8+4.1 -14.5¢5.6 | 0.86
Lateral -14.7+4.5 -12.8+5.1 -8.6+5.7 0.065

SGLepi (%) — -15.8+2.8 -15.8+3.2 -14.7+2.5 0.7

Tabla 11. Andlisis comparativo del strain longitudinal global y regional de la capa epicdrdica de ventriculo izquierdo en
funcion del grupo genético. SGL: strain global longitudinal.



Tesis Doctoral D. Segura Rodriguez

SGL Mesocardico | Segmento Desmosomal | No-desmosomal Negativo Valor p

n, (%) 15, (33.3) 24, (53.3) 6, (13.3)

Basal Anterior -18.4+3.6 -19.4+5.4 -14.9+7.7 0.18
Anteroseptal | -16.4+5.7 -16.5+5.3 -14.2+4.5 0.63
Inferoseptal | -13.8+4.4 -14.444.9 -15.5¢4.6 | 0.74
Inferior -18.1+5.4 -16.945.0 -17.0+2.7 0.74
Inferolateral | -19.0+5.2 -18.9+6.0 -18.88.5 1.00
Lateral -19.5+4.2 -18.8+6.2 -16.2+6.9 0.49

Mid Anterior -17.245.0 -15.9+4.8 -11.3+6.0 0.06
Anteroseptal | -17.0+3.8 -17.3+5.1 -17.0+4.3 0.98
Inferoseptal | -16.1+4.9 -16.845.3 -18.2¢4.3 | 0.70
Inferior -17.6+4.4 -18.4+5.3 -18.0+3.5 0.89
Inferolateral | -18.743.8 -18.9+4.6 -17.816.4 | 0.88
Lateral -18.1+3.9 -17.0+4.9 -14.4+4.5 0.26

Apical Anterior -16.4+5.0 -14.7+4.4 -13.8+4.0 0.42
Anteroseptal | -19.1+7.0 -16.4+5.5 -18.3+4.8 0.37
Inferoseptal | -20.3+7.3 -18.845.4 -17.346.8 | 0.58
Inferior -20.615.6 -21.3+5.2 -21.6+4.3 0.9
Inferolateral | -19.6+4.9 -18.2+4.8 -18.2+6.2 | 0.68
Lateral -18.2+4.8 -15.5+5.9 -11.4+5.9 0.08

SGLmeso (%) — -17.7+3.1 -17.3+3.3 -16.6+2.9 0.79

Tabla 12. Andlisis comparativo del strain longitudinal global y regional de la capa mesocdrdica de ventriculo
izquierdo en funcion del grupo genético. SGL: strain global longitudinal.

SGL Endocardico Segmento Desmosomal | No-desmosomal Negativo Valor p

n, (%) 15, (33.3) 24, (53.3) 6, (13.3)

Basal Anterior -19.7+4.1 -20.6+5.7 -16.5+9.0 0.30
Anteroseptal | -16.616.2 -16.6+5.7 -14.8+4.7 0.77
Inferoseptal | -13.3+4.4 -14.545.5 -15.843.8 | 0.56
Inferior -18.3+6.0 -17.4+5.6 -17.6+3.5 0.87
Inferolateral | -20.2+5.7 -19.616.4 -19.7¢8.0 | 0.95
Lateral -20.9+4.3 -20.7+6.8 -17.5+6.9 0.46

Mid Anterior -19.4+3.7 -19.2+5.8 -19.6+4.8 0.99
Anteroseptal | -18.545.5 -17.4+5.3 -12.9+7.2 0.12
Inferoseptal | -16.8%5.5 -17.645.3 -18.8+4.7 | 0.71
Inferior -18.3+4.9 -19.0+5.4 -18.4+3.8 0.91
Inferolateral | -20.8+4.8 -20.2+4.9 -18.7¢6.2 | 0.70
Lateral -19.7+3.9 -18.7+5.4 -15.8+4.5 0.26

Apical Anterior -21.5+¢5.9 -19.245.2 -20.1#5.6 | 0.44
Anteroseptal | -25.748.5 -21.6+7.5 -25.7+5.8 0.21
Inferoseptal | -25.7+8.9 -23.247.3 -22.449.2 | 0.58
Inferior -26.0+6.9 -25.7+6.4 -28.3+6.7 0.70
Inferolateral | -25.3+5.9 -22.86.1 -23.616.9 | 0.47
Lateral -23.1+5.7 -19.2+7.5 -15.8+6.8 0.07

SGLendo (%) — -20.0+3.3 -19.1+3.7 -18.5+3.8 0.62

Tabla 12. Andlisis comparativo del strain longitudinal global y regional de la capa endocdrdica de ventriculo
izquierdo en funcidn del grupo genético. SGL: strain global longitudinal.
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DISCUSION

Entre los principales hallazgos de la presente Tesis Doctoral destacan los
siguientes:

1. El analisis de correlacion genotipo-fenotipo mediante RMC en una cohorte
de pacientes con MA vy afectacién frecuente de VI, ha permitido identificar
diferentes caracteristicas morfo-funcionales y distribucién de la fibrosis en funcién
del genotipo subyacente. Se han identificado patrones de RTG caracteristicos,
particularmente en pacientes con mutacion en DES 'y FLNC.

2. El uso del strain global longitudinal especifico por capa miocardica ha
permitido la identificacién de pacientes con marcadores validados de riesgo
arritmico. En este analisis, el SGL epicdrdico ha mostrado la mejor capacidad

predictiva para identificar pacientes con TVNS o RTG.

Evolucion del espectro de la miocardiopatia arritmogénica

A dia de hoy, la MA ha dejado atrds al cldsico concepto de displasia
arritmogénica de ventriculo derecho, siendo un término que engloba todo el
espectro fenotipico de la enfermedad. Esta evolucion se ha producido
principalmente en la dltima década a través de los avances en el andlisis genético,
junto a una mejor caracterizacion histopatoldgica del ventriculo izquierdo (7,32).

Gracias al desarrollo de nuevas técnicas de analisis genético como el NGS, el
diagnodstico genético de la MA ha evolucionado pasando de ser una enfermedad
causada por mutaciones en genes involucrados en la estructura del desmosoma, a
abarcar también mutaciones en genes responsables de la compleja red de proteinas
responsables del andamiaje(48) y envoltura nuclear(128), que juegan un papel

fundamental en la mecanotransduccidn celular (129).

Han transcurrido mas de 10 afios desde la publicacion de los vigentes
criterios diagndsticos de MAVD/D (23). Indefectible y progresivamente, se han ido
mostrando con sensibilidad insuficiente para identificar a individuos con fenotipos

de MA de predominio izquierdo o biventricular. De igual manera, tampoco
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incorporaban el papel de la caracterizacion tisular mediante las técnicas de realce
tardio. Mientras la comunidad cientifica espera una nueva actualizacidon de los
criterios diagndsticos, expertos en MA han elaborado una propuesta de criterios
diagndsticos de todo el espectro fenotipico (incluyendo el fenotipo izquierdo) (9).
Siendo la MA una enfermedad en la que la probabilidad de sufrir una muerte
subita estd presente incluso desde estadios tempranos de su desarrollo, la
estratificacién continua del riesgo adquiere una importancia fundamental. En este
sentido, la identificacion de factores de riesgo como es la fibrosis mediante RMC
puede tener utilidad no sdélo en la etapa sintomatica de la MA, sino también como
herramienta diagndstica y prondstica en fases silentes de la enfermedad (88).
Actualmente, en la estratificacion del riesgo arritmico son fundamentales el andlisis
genético y las técnicas de RTG. Estas herramientas son especialmente utiles en
casos de solapamientos fenotipicos con miocardiopatia dilatada, donde la seleccién
de pacientes candidatos a implante de DAl puede estar determinada por
determinados genotipos, como mutaciones en FLNC o LMNA, y patrones de RTG de
alto riesgo (130). Una identificacién adecuada de individuos con alto riesgo
arritmico puede lograrse a través de los estudios de correlacion genotipo-fenotipo,
con evidencia solida en aquellos con mutaciones en genes desmosomales, y mas
recientemente, en portadores de mutaciones no desmosomales (131). En esta linea,
la primera parte de nuestro estudio profundiza en esa correlacién genotipo-
fenotipo, buscando patrones caracteristicos mediante RMC en funcidon de la

mutacidn responsable subyacente.

Papel de la fibrosis en la correlacidon genotipo-fenotipo

La fibrosis miocardica es un proceso patoldgico comin en muchas
miocardiopatias, caracterizado por un aumento excesivo de colageno intercelular
asi como un remodelado de la matriz extracelular (132). La presencia de fibrosis
confiere un incremento del riesgo de eventos cardiacos mayores, especialmente de
arritmias ventriculares y muerte subita, tanto en miocardiopatia isquémica como

no isquémica (133-135).
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Desde el punto de vista fisiopatoldgico, la fibrosis condiciona una
transmisién heterogénea del impulso eléctrico, favoreciendo el desarrollo de
circuitos de reentrada que suponen el sustrato para el desarrollo y mantenimiento
de arritmias ventriculares malignas (136). La presencia de fibrosis fue
frecuentemente detectada en nuestro estudio, tanto en VI como en VD. Sin
embargo, se observaron ciertas diferencias en el estudio de correlacidon genotipo-
fenotipo, observando mas frecuentemente fibrosis en VD en aquellos pacientes del
grupo desmosomal en comparacién con los otros grupos, aunque sin llegar a
alcanzar la significacién estadistica. Estos hallazgos pueden derivarse de una mayor
inestabilidad de los discos intercalares derivada de proteinas desmosomales
disfuncionales, que puede ocasionar en presencia de estrés mecdnico, la pérdida de
la unién entre los cardiomiocitos, especialmente en regiones mas vulnerables,
como es la delgada pared del VD (137).

Es importante reseiar, que se ha observado en todos los grupos de nuestro
estudio un acumulo frecuente de fibrosis en VI, siendo la afectacién predominante
de la capa subepicardica con extensién variable a la mesocardica, siendo la
localizacion principal la cara inferolateral/lateral de VI. A nivel histoldgico, estos
hallazgos se han identificado en pacientes con mutaciones desmosomales y en PLN,
siendo mas acusado en este ultimo caso (138). Del mismo modo, en nuestro estudio
hemos observado un marcado aumento de las fibras de colageno y del espacio
intercelular entre cardiomiocitos del VI en los pacientes con mutaciones en genes
no desmosomales. Estos hallazgos similares en las 3 muestras del estudio, sugieren
una via fisiopatologica final comun en los pacientes con mutaciones no
desmosomales, donde la alteracion de la formacion de filamentos, se traduce en la
disrupcién de la unidn intercelular y mayor generacién de fibrosis. De hecho, este
mecanismo fisiopatolégico ha sido descrito Bermudez-Jiménez y cols, en pacientes
con mutacion en la variante p.Glu401Asp del gen DES (48).

Un punto clave de nuestro estudio es el hallazgo de un patrén de RTG-VI
caracteristico circunferencial o anular subepicardico en la practica totalidad de los
pacientes portadores de la variante p.Glu401Asp en DES. El gen DES codifica la

desmina, uno de los principales filamentos intermedios del citoesqueleto del
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cardiomiocito, siendo el andamiaje que mantiene la unién y la estabilidad no sdlo
de los discos intercalares sino también de la envoltura nuclear, los discos Z, el
sarcolema y otras organelas. A través de esta interaccién, la desmina forma parte
del eje central en la sefalizacidon celular a través de estimulos mecanico-quimicos
entre las distintas organelas (139). Por tanto, una alteracién en la estructura de esta
proteina supone una reaccidn en cadena que desemboca en la pérdida del
andamiaje y muerte celular.

Este patrdon de fibrosis también se observé en pacientes con mutacion por
truncamiento en DSP, que habitualmente suelen asociar fibrosis extensa y riesgo de
arritmias ventriculares (140). De forma similar a la desmina en el citoesqueleto, la
desmoplaquina es la proteina mas abundante en el desmosoma, sirviendo de punto
de unién de la cara citoplasmatica del desmosoma con la desminay otros filamentos
intermedios, manteniendo estable esta compleja red de andamiaje a nivel intra e
intercelular (141).

La similitud entre ambas proteinas sugiere que la disfuncién en el complejo
citoesqueleto-desmosoma puede desembocar en muerte celular y gran acimulo de
fibrosis intercelular, que se puede identificar facilmente mediante RMC con un

patrén especifico de RTG subepicardico circunferencial.

El patron de miocardiopatia arritmogénica izquierda

La practica totalidad de los pacientes con fenotipo VI o BV del estudio
mostraron un patrén de RTG subepicardico de VI con afectacion frecuente de la
pared inferolateral/lateral, siendo un hallazgo descrito frecuentemente en la
literatura, y por tanto sugestivo de MA (7,142).

Sin embargo, se trata de un patrén que puede encontrarse en entidades
como la miocarditis o la sarcoidosis que forman parte de los diagndsticos
diferenciales principales (89). Para diferenciarla, es fundamental apoyar los
hallazgos de la RMC sobre la base del escenario clinico y familiar, junto con la
genética y una especial predisposicion a arritmias ventriculares que excede el grado

de dilatacidn y disfuncion de VI (7,142).
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El patrén de RTG subepicardico anular de VI identificado en este estudio
aporta luz en la correlacién genotipo-fenotipo de los pacientes con MA, mejorando
la precision en el diagndstico de estos pacientes. Sugerimos que el hallazgo del
mismo puede estar derivado de una alteracidn grave en el complejo citoesqueleto-
desmosoma debido a la alteracidon en los componentes principales del andamiaje
celular que condicionen muerte celular y aumento de fibrosis. Aumentando nuestro
conocimiento de las correlaciones genotipo-fenotipo en MA se facilita una
clasificacion mas adecuada del espectro de la enfermedad, ampliando no sélo el
conocimiento en el diagndstico, sino también en la estratificacion del riesgo de
muerte subita. La inclusidn de estos patrones fenotipicos en RMC sugerentes de MA
izquierda en futuras actualizaciones de los criterios de Task Force indudablemente
facilitaran el diagndstico de estos pacientes.

Desde el punto de vista morfo-funcional, nuestros hallazgos en MA izquierda
van en linea con otras descripciones de la literatura (7,143), mostrando volumenes
telediastdlicos de VI normales o ligeramente aumentados y/o fraccion de eyeccién
normal o ligeramente deprimida. Estos sutiles cambios patoldgicos en las
secuencias de cine en RMC se contraponen con la gran cantidad de fibrosis
detectada en las secuencias de RTG. Al comparar entre los grupos de estudio, se
observé similar afectacion de VI, si bien los hombres del grupo no desmosomal
mostraron una tendencia a mayores volumenes de VI, y las mujeres del grupo
desmosomal valores mas bajos de FEVD de forma estadisticamente significativa.

Un aspecto que si incluyen los criterios diagndsticos actuales son las ARCS
en VD, siendo un aspecto mas frecuentemente encontrado en nuestra cohorte de
pacientes con mutaciones en genes desmosomales. En el VI también se identificd
frecuentemente ARCS, pero de forma similar entre grupos.

Es importante resefiar que, aunque frecuentes, las ARCS en VI fueron menos
prevalentes que la presencia de fibrosis en RTG, pudiendo ser éste un aspecto mas
sensible a la hora de diagnosticar la enfermedad. Por tanto, la caracterizacion
tisular del VI en MA es fundamental, ya que permite la deteccién de enfermedad en
en individuos con MA que pueden no manifestar anomalias caracteristicas como las

ARCS en el analisis morfo-funcional (85).

99



Tesis Doctoral D. Segura Rodriguez

Mas allad de la fraccién de eyeccion

La fraccién de eyeccidn de VI es una de las variables mds importantes en la
estratificacién del riesgo en miocardiopatias, considerdndose un punto clave en el
algoritmo de decision para el implante de DAI o terapia de resincronizacion (112).
Sin embargo, el papel prondstico de la FEVI pierde precisién en MA, ya que
pacientes en fase eléctrica con FEVI preservada/ligeramente reducida, tal y como
se ha visto en determinado genotipos (TMEMA43, FLNC, DES o LMNA) estan
expuestos a un riesgo elevado de MSC (16,32,44,48).

La ecocardiografia transtoracica es a dia de hoy la prueba diagndstica mas
accesible en el abordaje inicial de la sospecha de miocardiopatia. Con el uso cada
vez mas frecuente de las herramientas de deformacion miocardica, la ETT no sdlo
tiene un papel diagndstico sino también prondstico en las miocardiopatias. Siendo
escasa la expresion morfolégica y funcional de la MA en fase tempranas de su
historia natural, es fundamental buscar otras variables que ayuden a una
estratificacion del riesgo mas precisa.

En la segunda parte de esta Tesis Doctoral, se ha logrado demostrar una
correlacién en el analisis del SGL por capa miocardica especifica con variables de
validado papel prondstico en arritmias ventriculares y MSC como son la TVNS y la
presencia de RTG, siendo el primer trabajo en la literatura en describirlo. Con ello
este estudio ha buscado ir mas alla de la FEVI, buscando herramientas mas precisas
en la estratificacidon del riesgo en MA.

Son diversos los estudios que han analizado el papel del SGL y la dispersién
mecanica como potenciales marcadores de riesgo de arritmias ventriculares,
aunque hasta la fecha no han sido incluidos en los modelos predictores de riesgo
arritmico (81). A diferencia del SGL, la variable TVNS si ha sido incluida en modelos
de riesgo de MA, que pretenden servir de guia en la toma de decisiones sobre
implante de DAI (104,105,113).

En el andlisis del SGL especifico por capa miocardica, en nuestro estudio
observamos que el SGL epicardico se mostrd como el mejor pardmetro para
predecir la deteccién de individuos con TVNS o RTG mostrando una buena

asociacién con valores de corte de SGL epicardico de -16% y -15%, respectivamente.
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Es un hallazgo muy resefiable en un volumen de muestra tan pequefio, pudiendo
erigirse como potencial marcador que mejore la capacidad de detectar sujetos de
alto riesgo arritmico y MSC.

El hallazgo de peores valores de SGL epicardico en sujetos con TVNS o RTG
en comparacion al SGL mesocardico y endocardico, va en linea con la fisiopatologia
de la MA, donde se existe una afectacién del miocardio con un gradiente desde el
epicardio al endocardio.

Estudiando el strain por capa en sujetos sanos se ha observado que
normalmente existe cierto gradiente de SGL endocardico/epicardico (mayor SGL
endocardico), atribuido a la diferente tension parietal de las fibras de cada capa (las
endocardicas son sometidas a mayor deformacién en didstole que las epicardicas)
y a cambios en la perfusién coronaria (144,145). Sin embargo, este gradiente de SGL
puede verse acentuado en situaciones en las que la capa epicdrdica pierda
capacidad de deformacién, como puede ser por acimulo de fibrosis como ocurre
en la fisiopatologia de la MA. Esta afectacién del SGL se ha observado en la capa
epicardica de la pared lateral de VI antes que la endocdrdica en pacientes con MA
(80).

El uso del SGL por capa miocardica especifica puede ser una herramienta de
gran utilidad en la identificacién de sujetos en riesgo arritmico, especialmente
cuando el analisis se lleva a cabo por personal experto en andlisis de strain mediante
speckle tracking, mejorando la sensibilidad y la especificidad en la correcta
identificacion diagndstica de pacientes con MA (75,146). No obstante, algunas
limitaciones respecto a las técnicas deformacién miocardica deben considerarse.
Para el andlisis del SGL se requiere realizar un trazado preciso de la region de interés
incluyendo sélo el miocardio y excluyendo el pericardio para disminuir las fuentes
de error en los datos (123). Ademas, el SGL puede variar en funcién de la edad, sexo
y software especifico de cada proveedor, por lo que los valores obtenidos en este

estudio pueden no ser aplicables a poblaciones distintas.
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Nuevos parametros diagndsticos y prondsticos en miocardiopatia arritmogénica

Con los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, se abre un nuevo
horizonte en el diagndstico y el prondstico de los pacientes con MA. Los hallazgos
obtenidos en RMC, especialmente el patrén de RTG subepicdardico circunferencial,
establecen un antes y un después en los estudios de correlacion genotipo-fenotipo,
considerando que por su relevancia puedan ser incluidos en los préximos criterios
diagnosticos de la enfermedad, dentro del fenotipo de MA izquierdo y biventricular.
En base a los hallazgos de nuestro estudio, es posible que la condicién genética
subyacente pueda determinar la extensién de la fibrosis, ya que los sujetos con
mutaciéon en DES se caracterizaron por el RTG subepicdrdico por toda la
circunferencia del VI, mientras que aquellos con FLNC predominantemente lo
presentaron en la region lateral e inferolateral de VI.

Desde el punto de vista prondstico, siendo la MA una enfermedad donde
aun encontramos grandes dificultades en la correcta seleccidén de aquellos sujetos
en riesgo que se puedan beneficiar del implante de DAI, el SGL epicardico se erige
como potencial marcador de riesgo arritmico que puede aportar valor en la toma
de decisiones. Los hallazgos diagndsticos caracteristicos obtenidos mediante
imagen cardiaca no invasiva (ETT y RMC) de la MA con afectacién de VI se ilustra en
la Figura 27.

Futuros estudios de prospectivos, con mayor tamafio muestral,
probablemente muestren su verdadero papel en la estratificacidon del riesgo de

arritmias ventriculares y muerte subita en estos pacientes.
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Figura 27. Figura resumen de los hallazgos diagndsticos caracteristicos obtenidos en este trabajo mediante imagen
cardiaca no invasiva (ETT y RMC) de MA con afectacion de VI. ARCS: alteraciones regionales de la contractilidad
segmentaria; FEVI: fraccidn de eyeccion de ventriculo izquierdo; RTG: realce tardio de gadolinio; SGL: strain global
longitudinal; TVNS: taquicardia ventricular no sostenida; VD: ventriculo derecho; VI: ventriculo izquierdo; VTD: volumen
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7. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. Los pacientes con MA afectos por mutaciones desmosomales y no
desmosomales presentan una afectacion frecuente por RTG de la pared
inferolateral de VI, aunque caracteristicas morfofuncionales distintas. Los pacientes
con mutacién en DES, fenotipicamente muestran un RTG caracteristico anular
extenso en VI. Los pacientes con mutacion desmosomal mostraron una mayor
tendencia a RTG en VD. La presencia de RTG no siempre se acompana de
alteraciones de la contractilidad lo que pone en valor el papel diagndstico precoz de

la RMC en pacientes con MA.

2. Elanalisis del SGL por capa miocardica especifica de VI permite identificar
pacientes con marcadores de riesgo arritmico en MA como la TVNS y el RTG de VI.
El SGL epicardico se ha mostrado como el mejor parametro para predecir estos
marcadores de riesgo arritmico. La incorporacién del andlisis de SGL por capa
miocardica en la prdctica diaria podria tener impacto diagndstico y prondstico en la

evaluacion de los pacientes con MA.

3. La caracterizacidon histopatoldgica de muestras de tejido cardiaco de
pacientes portadores de mutaciones no desmosomales ha evidenciado un marcado
incremento del tejido conectivo intersticial con un aumento del espacio intercelular,
observandose ademds una mayor complejidad en la disposicién del intersticial en

los pacientes con mutacion en FLNCy TMEMA43.
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ABSTRACT

Aims: Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy/dysplasia (ARVC/D)
is a life-threatening entity with a highly heterogeneous genetic background. Cardiac
magnetic resonance (CMR) imaging can identify fibrofatty scar by late gadolinium
enhancement (LGE). Our aim is to investigate genotype-phenotype correlation in

ARVC/D mutation carriers, focusing on CMR-LGE and myocardial fibrosis patterns.

Methods and results: A cohort of 44 genotyped patients, 33 with definite
and 11 with borderline ARVC/D diagnosis, was characterised using CMR and divided
into groups according to their genetic condition (desmosomal, non-desmosomal
mutation or negative). We collected information on cardiac volumes and function,
as well as LGE pattern and extension. In addition, available ventricular myocardium
samples from patients with pathogenic gene mutations were histopathologically
analysed. Half of the patients were women, with a mean age of 41.6 £ 17.5 years.
Next-generation sequencing identified a potential pathogenic mutation in 71.4% of
the probands. The phenotype varied according to genetic status, with non-
desmosomal male patients showing lower left ventricle (LV) systolic function. LV
fibrosis was similar between groups, but distribution in non-desmosomal patients
was frequently located at the posterolateral LV wall; a characteristic LV
subepicardial circumferential LGE pattern was significantly associated with ARVC/D
caused by desmin mutation. Histological analysis showed increased fibrillar

connective tissue and intercellular space in all the samples.

Conclusion: Desmosomal and non-desmosomal mutation carriers showed
different morphofunctional features but similar LV LGE presence. DES mutation
carriers can be identified by a specific and extensive LV subepicardial
circumferential LGE pattern. Further studies should investigate the specificity of LGE

in ARVC/D.
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INTRODUCTION

Arrhythmogenic  right  ventricular  cardiomyopathy/dysplasia
(ARVC/D) is a life-threatening inherited disease characterised by progressive
fibrofatty replacement of the functional myocardium.1 This arrhythmogenic
substrate leads to increased ventricular volumes, ventricular arrhythmias (VAs) and
sudden cardiac death (SCD), especially among young people and athletes.2 The
classic pathological features of ARVC/D consist of near-exclusive right ventricular
(RV) wall involvement with extensive aneurysms with a “paper-thin” appearance.
However, disease expression is variable and may involve either or both ventricles
(left-dominant pattern or biventricular pattern respectively).3,4 Clinical diagnosis is
based on demonstrating characteristic electrical, structural and/or histological
abnormalities. In addition, a positive family history for a pathogenic genetic
mutation also contributes to the diagnosis.5 To date, 11 disease genes have been
linked to the ARVC/D phenotype, highlighting its genetic heterogeneity.
Approximately 50% of patients diagnosed with ARVC/D carry a pathogenic mutation
in desmosomal genes, including desmoplakin (DSP), plakophilin-2 (PKP2),
desmoglein-2 (DSG2), desmocollin-2 (DSC2) and plakoglobin (JUP).6 However,
several non-desmosomal genes are increasingly recognised in ARVC/D
pathogenesis, including desmin (DES),7 phospholamban (PLN), transforming growth
factor beta-3 (TGF@-3), transmembrane protein 43 (TMEMA43), lamin A/C (LMNA)8
and the recently described filamin C (FLNC).9 Most of them are involved in
structural and signalling functions.

Over the last few decades, cardiac magnetic resonance imaging (CMR)
has emerged as a powerful diagnostic tool in patients with suspected or diagnosed
ARVC/D, providing accurate information even on the concealed form of ARVC/D.
Recently, late gadolinium enhancement (LGE) has been recognised as an early and
reliable means of assessing myocardial fibrofatty replacement10,11 and has been
associated with an increased risk of SCD in non-ischemic cardiomyopathy.12
Therefore, as genetic testing becomes more widespread, links between genetics
and various patterns of ARVC/D are emerging. However, there is a lack of genotype-

phenotype information and common dilemmas in differential diagnosis remain
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unclear, since current diagnostic criteria do not take account of the left-dominant
form and new non-desmosomal genes are increasingly being recognised.

The aim of this study is to investigate genotype-phenotype
correlation in non-desmosomal and desmosomal ARVC/D mutation carriers in order

to describe clinical features for diagnosis, focusing on CMR and fibrosis patterns.

METHODS
Study population and clinical assessment
From a cohort of patients referred to our tertiary medical centre

(Virgen de las Nieves University Hospital, Granada, Spain) for evaluation of possible
ARVC/D, we retrospectively included 44 individuals with a definite or borderline
diagnosis of ARVC/D, based on 2010 diagnostic criteria, and in whom CMR was
performed.5 Patients provided informed consent and the study was approved by
the Institutional Review Board.

Clinical evaluation

All subjects underwent comprehensive clinical evaluation to

determine ARVC/D diagnosis status according to International Task Force criteria.5
Clinical assessment included family history of ARVC/D or SCD, exhaustive medical
history, 12-lead electrocardiogram (ECG), 24-hour Holter monitoring,
echocardiography, CMR and genetic testing. A positive family history was
considered if the patient had a first-degree relative in whom fibrofatty replacement
had been histopathologically demonstrated in necropsy or a living relative with a
definitive clinical diagnosis of ARVC/D. An abnormal ECG was defined as T-wave
inversion beyond V3, lateral or inferolateral leads, low QRS voltages, pathological Q
waves, fragmented QRS or non-sinus rhythm. Nonsustained ventricular tachycardia
(NSVT) was defined as at least 3 consecutive ventricular beats at >100 bpm. The
assessment of biventricular morphological and functional parameters was

performed according to current recommendations.13
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Cardiac Magnetic Resonance imaging

All the patients gave their informed consent for the administration of
gadolinium and underwent a CMR, which was performed on a 1.5-Tesla MR system
(General Electric, Sigma EXCITE, Milwaukee, Wisconsin®). The images were
evaluated by four heart imaging experts (2 cardiologists and 2 radiologists blinded
to the genetic background and the aim of this study).

The standard protocol included scout images (axial, sagittal and
coronal), double inversion recovery pulse sequence (dark blood images), structure
and function module with balanced steady state free precession (SSFP) sequence
(short axis, 4-chamber, 3-chamber, 2-chamber and right ventricle outflow tract).
Finally, 0.1-0.2 mmol/kg of chelated gadolinium (Gadovist®) were administered,
obtaining the late gadolinium enhancement (LGE) pictures using an inversion
recovery sequence 7-10 minutes post-injection. Some additional sequences were
acquired where clinically indicated. The postprocessing analysis was performed
using semi-automatic software (Reportcard®). The systolic function was assessed by
volume measures, indexed to body surface area. Likewise, the ejection fraction was
calculated by Simpson’s method. The volumes and ejection fraction were analysed
by comparing them to the references values.14,15 Finally, the LGE images were
visually analysed by describing their presence, location and distribution using an

anatomical 17-segment LV model and a 5-segment right ventricle (RV) model.

Genetic test

Peripheral blood samples for the genetic analysis were obtained from
the probands or the deceased index case, as applicable. We used a next-generation-
sequencing (NGS) gene panel containing 21 genes which had previously been
reported as being associated with or are regarded as candidates for the
development of arrhythmogenic cardiomyopathy (Supplemental Material-
Methods). The pathogenicity of the identified variants was classified according to
the current guidelines of the American College of Medical Genetics and Genomics

(ACMG).16 After a potential disease-causing variant was identified in the index
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patient, genetic and clinical cascade screening was performed in all available family
members.

Histological analyses

Tissue samples for histology were obtained from two deceased subjects
(TMEMA43 and FLNC carriers) and one explanted heart (DES carrier) under informed
consent. Cardiac tissue samples were fixed in buffered 4% formaldehyde,
dehydrated and embedded in paraffin following a conventional procedure.7,17
Sections of 5 um thickness were prepared and stained with Haematoxylin & Eosin
(HE) for morphological evaluation while the myofibril organisation was evaluated
with Heidenhain’s iron haematoxylin (HD) staining. Fibrillar collagens were stained
using Masson’s trichrome (MS) and Picrosirius (PS, at light and polarised
microscopy),17 whereas reticular collagens were stained with the Gomori silver
stain (RET). Furthermore, in this study a cardiac tissue sample from a deceased
subject, without any cardiac disease, was used as a control (CTR). In addition, the
percentage of fibrofatty infiltration was determined in sections stained with MS the
Image) software (Bethesda, MD, USA) following a previously described

methodology. 18

Study design and statistical analysis

The patients were divided into 3 groups: desmosomal mutation
carriers, non-desmosomal mutation carriers and patients with a negative genotype.
After the data collection was finished, we reviewed all the case records and
obtained further information from follow-up visits at 6 months and 1 year.
Statistical analysis was performed using SPSS Statistics version 20.0 (IBM, Armonk,
New York®). The data were analysed for normality with the Shapiro-Wilk test.
Clinical characteristics were compared using a chi-squared or Fisher’s exact test for
categorical variables and ANOVA or Kruskal-Wallis for continuous variables. All
continuous variables were described as mean value * standard deviation for each
measurement and categorical data were reported as frequencies and percentages.

A p value of <0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS
Genetic and clinical evaluation

Forty-four patients who had a borderline or definite ARVC/D diagnosis
and in whom CMR was performed, were included in the study. Of these 44 patients,
22 were women (50%), and the mean age at diagnosis was 41.6 + 17.5 years. Thirty-
three (75%) fulfilled the current international Task Force Criteria for ARVC/D. The
baseline characteristics are summarised in Table 1.

The great majority of the patients were identified by family screening
due to a positive family history of SCD or after a definitive family diagnosis of ARVC.
Molecular-genetic screening identified a potential pathogenic mutation in 10
(71.4%) of the 14 index cases. Family cascade screening identified a positive
genotype in 28 patients (Table 2). A mutation in the classic desmosomal genes (DSP,
JUP, PKP2, DSG2, DSC2) was found in 13 patients (29.5%), being DSP the most
prevalent gene affected. On the other hand, mutations in non-desmosomal genes

were identified in 25 individuals (56.8%), being DES the most frequent gene (Figure

1)
Overall (44) Non- Desmosomal Negative (6) | p value
desmosomal (13)
(25)
Gender (female) n, (%) 22 (50) 14 (56) 6 (46.2) 2(33.3) 0.57
Age (years), mean = SD 41.6+17.5 37.04+17.3 40.2 £16.8 56.7+12.7 0.044
Fulfil TFC n, (%) 33(75) 19 (76) 9(69.2) 5(83.3) 0.792
Asymptomatic n, (%) 27 (61.4) 19 (76) 7 (53.8) 1(16.7) 0.022
VT/VF n, (%) 10 (22.7) 2(8) 4(30.8) 4 (66.7) 0.006
Family history SCD n, (%) | 35 (79.5) 25 (100) 9(69.2) 3(50) 0.001
Phenotypet | RV 5(11.4) 3(12) 1(7.7) 1(16.7)
n, (%) Lv 10 (22.7) 9 (36) 0(0) 1(16.7) 0.224
BV 25 (56.8) 11 (44) 10 (76.9) 4 (66.7)
None 4(9.1) 2(8) 2(15.4) 0(0)

Table 1. Baseline characteristics. TFC: Task Force Criteria. VT/VF: Ventricular Tachycardia/Ventricular Fibrillation.

SCD: Sudden Cardiac Death. RV: Right Ventricle. LV: Left Ventricle. BV: Biventricular. T Phenotype is defined by

the presence of regional wall motion abnormalities and/or late gadolinium enhancement.
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Figure 1. Gene distribution

Cardiac imaging
CMR morphofunctional analysis
Among the 44 patients evaluated, 79.5% had LV involvement (35
patients), based on LGE and regional wall motion abnormalities. The distribution of
ventricular affection patterns showed 5 patients (11.4%) with isolated RV disease
(classic pattern), 10 (22.7%) with left-dominant affection and 25 (56.8%) with
biventricular involvement. Only 4 patients with positive genotypes had no structural
heart involvement distinguishable by non-invasive imaging techniques; these were
classified as silent carriers.
Volume analysis is shown in Supplemental Table 1. Overall, LV
ejection fraction (LVEF) was mildly impaired (mean 48.9 + 10%) or normal (47.7%
had LVEF >50%). Men with non-desmosomal mutations showed slightly higher
indexed LV end-diastolic volumes (iLVED) in comparison to men affected by
desmosomal mutations and negative-genotype subjects (106.3 * 25.6 mL/m2 vs
80.7 + 16.4 mL/m2 and 80.1 + 17.3 mL/m2 respectively; p = 0.05). This was not
observed in women. Men also tended to show lower LVEF values (44.6 £ 11.1% vs
51.8 £ 6.6% and 56.4 + 9.2% respectively; p = 0.09). Female desmosomal mutation

carriers showed a significantly lower RVEF in comparison to non-desmosomal
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carriers and negative-genotype patients (43.5+9.8% vs 52.6 + 7.4% and 63.2 + 5.3%

respectively; p =0.02). Male desmosomal mutation carriers also showed lower RVEF

values but the difference did not reach statistical significance.

LV regional wall motion abnormalities (LV-RWMAs) were present in

21 patients (47.7%), distributed among 14 (56%) non-desmosomal mutation

carriers, 5 (38.5%) desmosomal mutational carriers and 2 (33.3%) negative-

genotype subjects. Within LV-RWMAs, LV inferolateral wall involvement was

frequent (15 subjects; 34.1%). With regard to the assessment of RV involvement,

subjects with a desmosomal variant had a higher prevalence of RV-RWMAs than

non-desmosomal mutation carriers (84.6% vs 44%; p = 0.025).

Gene Protein Nucleotide Protein Carriers LV RV LGE LGE LV
change change RWMA RWMA phenotype | extension
DES Desmin ¢.1203G>C Missense 16 11 8 RV 1 Annular 13
LvVe6 Inferolateral 2
BV 9 Inferior 1
DSP Desmoplaki €.3133C>T Nonsense 7 2 6 Lv1 Annular 3
n BV 6 Septum 1
€.7697_7698i | Frameshift Inferolateral 2
nsG Lateral 1
FLNC Filamin C c.4288+2T>G Nonsense 7 3 2 LV5 Inferolateral 3
RV 1 Lateral 2
c.581_599del | Nonsense None 1
TGGTGGACAA
CTGCGCCCC
DSG-2 Desmoglein | c.875G>A Missense 5 3 4 BV 3 Annular 1
2 None 0 Lateral 2
c.535delA Nonsense
PKP-2 Plakophilin2 | c.1643delG Nonsense 1 None 1 1 -
LMNA Lamin A/C c.1541G>A Missense 1 None None None -
TMEMA43 Luma c.1073C>T Missense 1 None 1 RV 1 -
Negative - - 6 2 5 LvV3
BV 2
None 1

Table 2. Patients’ phenotypes by gene mutation and

CMR pattern. BV: Biventricular; LGE: Late

Gadolinium Enhancement; LV: Left Ventricle; RV: Right Ventricle RWMA: Regional Wall Motion Abnormality;

SCD: Sudden Cardiac Death.
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Late gadolinium enhancement

A summary of LGE distribution is shown in Table 3. Fibrofatty replacement
assessment with gadolinium was evaluated in the whole sample. Positive
myocardial LV-LGE was present in 38 patients (79.5%). Biventricular distribution of
LGE was present in 18 patients (45.4%). Exclusive LV presence of LGE was observed
in 15 cases (34.1%). LGE location showed a predominance of subepicardial layer
involvement (33; 86.8%). Mesocardial involvement was observed in 2 patients (1
desmosomal mutation carrier and 1 negative genotype case).

Different LGE distribution patterns were identified according to
genetic background (Figure 2). There were no statistically significant differences in
the presence of LV-LGE between desmosomal mutation carriers, non-desmosomal
mutation carriers and negative-genotype patients (83.3% vs 84% vs 83.3%
respectively). The predominant LV-LGE distribution pattern in each group was
subepicardial enhancement. Regarding the extent of LV-LGE, it was observed that
individuals with non-desmosomal mutations, predominantly DES carriers, showed
a characteristic annular or circumferential subepicardial LV-LGE pattern (Figure 3,
central illustration). This particular LV-LGE pattern was more frequently observed in
subjects carrying a non-desmosomal mutation in comparison with desmosomal
mutation carriers and negative-genotype subjects (76.5%, 23.5% and 0%
respectively; p = 0.02). Among these individuals with non-desmosomal mutations,
13 were DES carriers (p = 0.006) and 1 had a truncating mutation in FLNC. This
specific pattern was also observed in 3 DSP carriers and 1 DSG-2 carrier. On the
other hand, a predominantly inferolateral distribution in the LV was observed in

most of the FLNC patients (Figure 2).
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Figure 2 Representative late gadolinium enhancement images from non-desmosomal mutations

(upper panels) and desmosomal mutations (lower panels). The white arrows show the enhancement zones. (A)
DES mutation with circumferential LV enhancement. (B) FLNC mutation with lateral LV enhancement. (C)
TMEMA43 mutation patient with RV enhancement. (D) PKP-2 mutation with RV enhancement. (E) DSG-2

mutation with biventricular enhancement. (F) DSP mutation with biventricular enhancement.

Patients with desmosomal mutations notably tended to show a higher
prevalence of RV-LGE in comparison to the non-desmosomal and negative-
genotype groups (76.9% vs 40% and 33.3% respectively; p = 0.06). A summary of
the genotype-phenotype correlation study, focusing on CMR findings, is shown in

Table 3.
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Non-desmosomal | Desmosomal (13) | Negative (6) p value
(25)
LV-LGE positive, n (%) 20 (80) 10 (76.9) 5 (83.3) 0.94
Distribution LV-LGE, n (%) Subepicardial 20 | Subepicardial 9 Subepicardial 4 | 0.17
(100) (90) (80)
Mesocardial 1 Mesocardial 1
(10) (20)
Extension LV-LGE 14 (56) 4(30.8) 0(0) 0.02
annular, n (%)
RV-LGE, n (%) 10 (40) 10 (76.9) 2(33.3) 0.06
LGE pattern, n Isolated LV 11 (44) 1(7.7) 3(50)
(%) Isolated RV 3(12) 1(7.7) 0(0)
0.27
Biventricular 9 (36) 9(69.2) 2(33.3)
No 2(8) 2 (15.4) 1(16.7)

Table 3. Late gadolinium enhancement findings. LV: left ventricle; LGE: late gadolinium enhancement;

RV: right ventricle; RWMA: regional wall motion abnormality.

Take home figure. Characteristic circumferential LGE in a fe- male patient affected by DES mutation. (A and C)

Short-axis and four- chamber view SSFP cine sequences. (B and D) LGE images in short- axis and four-chamber

view (white arrows) are shown.
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Histological findings

The histological analysis performed with HE staining showed an
increase in the fibrillar connective tissue and intercellular space in all cardiac tissue
from patients with genetic mutations (DES, FLNC and TMEMA43) as compared to CTR
(Figure 4). The increase in the extracellular matrix was more evident in cardiac
tissue from subjects affected by FLNC truncation with 51.42% and TMEMA43
mutation with 40.35% of fibrofatty presence. Furthermore, certain degree of
cardiomyocyte hypertrophy was observed in both mutations (Figure 4). In the case
of DES mutation, HD staining was weaker than in other mutations and CTR, being
suggestive of myofibrillar involvement. In addition, the presence of fibrofatty in the
subject affected by DES mutation was 39.45% (Figure 4). In the case of the CTR the

extracellular matrix (ECM) represented around 21.23%.

Control DES FLNC TMEMA43

Figure 3 Histological images of human cardiac tissues affected by various mutations. Representative histological
images from healthy (CTR) and genetically affected cardiac tissue stained using H&E (A) and HD (B) methods.

Arrows indicate the increase in the fibrillar extracellular matrix compo- nents. Scale bar = 100 mm.

The evaluation of the fibrillar extracellular matrix (ECM) components
with MS, PS and RET stainings confirmed a clear increase in the intercellular space,
which proved to be composed of fibrillar collagens (MS and PS) and reticular fibres

(RET) in all affected cardiac tissues, differing with respect to the extracellular matrix
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of the CTR (Figure 5). Polarised-light microscopy analysis, performed with PS
staining, revealed that in cardiac tissues affected by FLNC and TMEM43 mutations
the increase in collagen fibres was accompanied by an increase in collagen
birefringence, resulting from a complex parallel arrangement of these extracellular
components. However, no birefringence for collagens was observed in cardiac
tissue affected by DES mutation, where a pericellular increase in reticular fibres was,

surprisingly, more evident (Figure 5).
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Figure 4 Histochemistry of fibrillar extracellular matrix components of human cardiac tissue affected by various
mutations. Arrows indicate the in- crease in collagens, which were stained in green with MS (A) and red by PS
(B) staining. PS polarized light microscopy (C) shows that the zones with collagens acquired a high level of
arrangement and density. Gomori silver staining (D) shows the increase in reticular fibres as a black fibrillar

precipi- tate. Scale bar = 100 mm.
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DISCUSSION

Since the first descriptions of ARVC/D cases appeared in the
literature, the diagnosis of this entity has classically been based on gross and
histological evidence of right ventricle fibrofatty transmural myocardial
replacement.1 Advances in diagnosis have been made, especially in genetic testing
and cardiovascular imaging. In the last decade, the disease spectrum has evolved
considerably. NGS has expanded the disease beyond the classic desmosomal genes
to include cytoskeletal7 or nuclear membrane genes8 with important roles in the
mechanotransduction machinery.19 Our study describes the genotype-phenotype
CMR and histological findings from a cohort of predominantly non-desmosomal
ARVC/D patients, providing detailed information about different structural patterns
of expression and fibrosis involvement. Specific LGE patterns have been identified
in DES and FLNC mutation carriers, all of them at the subepicardial level.

Characteristic fibrofatty replacement in ARVC/D can be non-invasively
assessed using LGE-CMR, and this could be helpful in risk stratification and diagnosis
of “concealed” cases.20 However, LGE-CMR is not included in the revised current
diagnostic criteria.5 In addition, it has been suggested that the non-desmosomal
ARVC/D phenotype overlaps with the dilated phenotype and is considered a
phenocopy with an increased risk of ventricular arrhythmias and poor prognosis,
recognising the need for appropriate risk stratification, taking genetic background
and LGE deposition into account.21 In the last few years, several genotype-
phenotype correlations in ARVC/D have been proposed, mainly related to
desmosomal mutations,22 but there is a lack of studies focusing on non-
desmosomal mutations. Interestingly, our population was composed mainly of non-
desmosomal mutation carriers. There is a lack of information in the literature on
CMR findings in this population. CMR analysis showed abnormalities in most of the
positive genotype subjects, the majority of whom were asymptomatic, highlighting
its potential for identifying patients with an early or concealed stage of the disease.

Myocardial fibrosis is a hallmark feature seen histologically in most
cardiomyopathies. Fibrosis causes relaxation impairment and diastolic and systolic

impairment and contributes to re-entrant mechanisms, increasing the risk of
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malignant ventricular arrhythmias. Our data show that RV-LGE was more frequently
observed in patients carrying a desmosomal mutation in comparison with the non-
desmosomal and genotype-negative groups, although it did not reach statistical
significance. Since the function of desmosomes is to link tissues mechanically,
mutations in these proteins may lead to instability of the intercalated disk, making
the cardiomyocyte more vulnerable to wall stress, particularly in a wall as thin as
that of the RV.23 Regarding LV-LGE involvement, it was localised at the
subepicardial layer with progression to the mesocardium, characteristically in the
posterolateral and septal LV wall, with no statistically significant differences
between groups. Recently, these findings have been histologically correlated in
desmosomal mutations carriers and PLN mutation carriers, being more pronounced
in the latter.24 Our histological data suggest a similar cellular phenotype between
groups with an increase in fibrillar connective tissue and intercellular space, as well
as collagen network and arrangement. These similarities between the three
samples suggest a common final pathway in non-desmosomal ARVC/D patients with
impaired filament formation, cell membrane disruption and high incidence of
fibrosis predisposing to VAs, as described by our group in a recent study.7

A novel and specific finding of our work is the LV-LGE subepicardial
circumferential pattern observed in almost all patients carrying the recently
described p.Glu401Asp variant in DES. Desmin is the main intermediate filament in
cardiac muscle. With its multiple binding partners, it forms a three-dimensional
scaffold that links various structures (the contractile apparatus, Z-discs, the nucleus,
intercalated disks, sarcolemma, mitochondria and other organelles). Desmin’s
function is to integrate all these components, facilitating mechanochemical
signalling and transport processes and crosstalk between different cellular
organelles.25 Therefore, a dysfunctional desmin network may lead to severe
cardiomyocyte dysregulation and cell death. To date, this pattern has not been
described in association with any causal genotype of arrhythmogenic
cardiomyopathy, even though it has been observed in some patients with
biventricular involvement and no linked genotype.26 In addition, three DSP

truncating-variant carriers showed this LGE distribution. Interestingly, truncating
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mutations in desmoplakin, which usually show a high risk of arrhythmia, seem to
consistently cause extensive LV fibrosis, with globally distributed fibrosis being
described in some patients.27 Desmoplakin is the most abundant component of the
desmosome. It resides in the cytoplasmic surface of the desmosome and interacts
with intermediate filaments, desmin in the cardiomyocyte, for desmosome
assembly and cytoskeletal linkage.28 This similarity suggests that dysfunctional
cytoskeletal-desmosome linkage and subsequent mechanochemical failure lead to
the presence of a great amount of fibrosis with a specific circumferential
subepicardial distribution and could therefore be easily identified using LGE images.
Although the current data indicate that the subepicardial posterolateral pattern is
suggestive of arrhythmogenic cardiomyopathy, this distribution has also been
observed in other entities such as myocarditis, dilated cardiomyopathy and
sarcoidosis.29 LGE pattern, together with a reliable clinical scenario, family history
of ARVC/D, the genetic background and propensity for ventricular arrhythmias
exceeding the degree of LV dilation could be helpful to distinguish ARVC/D from
these entities 4,9. Therefore, up to now a specific non-invasive marker of the
disease has been lacking. Here we suggest that the distinctive circumferential
subepicardial LGE pattern should be considered as suggestive of desminopathy or
potentially as a failure of the major cardiomyocyte mechanochemical components.
This genotype-phenotype correlation may improve the classification of
arrhythmogenic cardiomyopathy and enhance understanding of the disease’s
pathophysiology.

Finally, most of the cases showed traces of left ventricular
involvement (including isolated or biventricular patterns). Classically, LV
involvement has been described with minor increases in end-diastolic volumes and
without any marked decrease in LVEF.30 LV affection was similar between the two
groups, although men from the non-desmosomal group tended to show higher LV
volumes and there was a significant decrease in RVEF in women in the group of
desmosomal mutation carriers. Moreover, RWMAs are an important element of the
current diagnostic criteria and CMR has great sensitivity for this purpose. However,

LGE presence is an independent marker of VAs and SCD31 and a good marker of the
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presence of fibrosis and is not included in the current diagnostic criteria. In our
cohort, RV-RWMAs were significantly frequent in the desmosomal mutations group.
Interestingly, LV-RWMAs were similar in desmosomal and non-desmosomal
mutation carriers. Nevertheless, LGE sequences demonstrated a higher presence of
LGE than LV-RWMAs, indicating a high prevalence of LV fibrosis and constituting a
more sensitive diagnostic tool. These findings reinforce the conclusion that
diagnosis should not be based solely on the presence of RWMAs. Tissue
characterisation is particularly important in the LV phenotype, since we observed a
high number of patients with a positive LGE presence who did not have RWMAs.22
Therefore, the absence of RWMAs in patients with suspected LV phenotypes should
not rule out the disease. Further studies should investigate the specificity of LGE in

a consecutive cohort of patients evaluated for ARVC/D.

LIMITATIONS
The small sample size enabled only preliminary conclusions to be
drawn in terms of genotype-phenotype correlations. Clinical data exposed of the
single pGlu401Asp variant may not be representative of the wide spectrum of DES
mutation. It is possible that some potentially pathogenic genes have been missed in
the negative mutations group. Finally, access to histological samples from patients
affected by these mutations is limited so it not possible to perform statistical

assumptions in terms of histopathological-LGE correlation.

CONCLUSIONS
Patients with ARVC/D carrying desmosomal and non-desmosomal
mutations show different morphofunctional features in CMR, despite having similar
LV posterolateral wall LGE distributions. Subjects with p.Glu401Asp in DES more
frequently express a characteristic phenotype consisting of an extensive LV-
subepicardial circumferential LGE pattern suggesting a different pathomechanism.
Identifying phenotypic patterns suggestive of a genetic mutation may make it

possibly to achieve early identification of forms of ARVC/D, which could enable
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clinical and therapeutic management and risk stratification to be individualised. In
many cases the presence of LGE is not associated with concomitant regional wall
motion abnormalities, which highlights the role of tissue characterisation with CMR

in all patients with ARVC/D.
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplemental Methods

Genetic Analysis. Genes included in next-generation-sequencing panels.

DNA was isolated from peripheral blood of the patients to analyze coding
regions of the tested genes, with informed consent of the patients. Genetic testing
with a personalized next-generation-sequencing panel of 21 ARVC/D-genes was
performed in the probands. Genes evaluated included: DSC2, DSG2, DSP, FLNC, JUP,
PKP2, PLN, TMEMA43, CTNNA3, DES, LMNA, RYR2, TGFB3, TTN, CASQ2, CTNNB1,
LDB3, PERP, PKP4, PP1R13L, SCN5A.

This analysis included an evaluation of all coding exons and intron flanking
regions of this personalized panel of genes. Sample preparation was carried out
using the Agilent SureSelect Target Enrichment Kit based on the paired-end
multiplexed sequencing method according to the manufacturer’s instructions. Low-
coverage regions of the relevant genes were re-sequenced using the Sanger
method. Bioinformatic analysis was performed through an in-house developed
pipeline which included software such as NovoAlign, SAMtools and BCFtools.
Information such as frequency in different populations (from sources including EVS,

1K genomes, dbSNP), as well as various bioinformatic predictions was added.
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COMPARATIVE VOLUMES BETWEEN NON-DESMOSOMAL VS
DESMOSOMAL MUTATIONS
Overall Female Male
Genotype, () | ND(25) | D(13) N (6) P e [ND(@a [0 N P [wom Jom N p value
(2)
iLVEDV(mL/m2) | 95.8+23.8 | 81.9+13.8 | 83.3+16.9 | 0.21 88.4+20 83.0+12.1 | 89.5+20.5 | 0.82 106.3+25.6 | 80.7+16.4 80.1+17.3 | 0.05
iLVESV(mL/m2) | 50.7+21.2 | 42.9+15.5 | 34,7#12,5| 0.45 42.8+13.3 | 45.3+19.5 54+32.5 0.67 61.7425.7 40.6+11.5 35.6+14.2 0.10
iLVSV (mL/m2) 45.1+8.6 | 38.0£9.9 41.5+8.9 ( 0.09 45.5t9.5 | 36.4+11.1 35.5+12 0.15 44.617.8 39.749.2 44.5+7.1 0.48
LVEF (%) 47.919.1 49.6+11.7 | 51.6x14.5| 0.51 50.5+6.6 | 47.0+16.2 42.2+¢22.9 | 0.96 44.6x11.1 51.846.6 56.4+9.2 0.09
iRVEDV(mL/m2) | 78.8+26.4 | 80.1+19.4 | 82.6+20.7 | 0.72 71.5%22.4 | 80.5%26.9 66.5+0.7 0.40 87.5%29.3 79.8+10.2 90.8+21 0.72
iRVESV(mL/m2) | 40.3+22.3 | 44.7 18 40.6+16.7 | 0.54 35.0£16.7 | 46.9+23.7 24.3+3.3 0.21 46.5%26.9 42.5%11.9 48.7+14.1 0.65
iRVSV (mL/m2) | 38.5+7.6 | 36.9+4.2 | 42+6.8 0.34 36.4+7.4 | 36.6x2.1 41.6+3.3 0.56 41.1%7.2 37.345.6 42.2+8.6 0.48
RVEF (%) 50.9+8.4 | 43.2+9.6 | 52.449.6 0.03 52.6+7.4 | 43.5%9.8 63.245.3 0.02 49.0+9.4 42.9+10.2 47+5.2 0.39

Supp Table 1. Volume analysis. D: desmosomal. ND: non-desmosomal. N: Negative. iLVEDV: indexed

left ventricular end-diastolic volume. iRVEDV: indexed right ventricular end-diastolic volume. iLVESV: indexed

left ventricular end-systolic volume. iRVES: indexed right ventricular end-systolic volume. iLVSV: indexed left

ventricular stroke volume. iRVSV: indexed right ventricular stroke volume. LVEF: left ventricular ejection

fraction. RVEF: right ventricular ejection fraction.

Female normalized volumes: iLVED (mL/m2) 56-96, iLVES (mL/m2) 14-34, LVEF (%) 57-77,

iRVED (mL/m2) 48-112, iRVES (mL/m2) 12-52, RVEF (%) 51-71%.

Male normalized volumes iLVED (mL/m2) 57-95, iLVES (mL/m2) 14-38, LVEF (%) 57-77, iRVED

mL/m2) 61-121, iRVES (mL/m2) 19-59, RVEF (%) 52-72.
( ) ) ( ) ) (%)
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Abstract

Background: Arrhythmogenic cardiomyopathy (AC) is a life-threatening
disease which predispose to malignant arrhythmias and sudden cardiac death (SCD)
in the early stages of the disease. Risk stratification relies on the electrical, genetic,
and imaging data. Our study aimed to investigate how myocardial deformation
parameters may identify the subjects at risk of known predictors of major

ventricular arrhythmias.

Methods: A cohort of 45 subjects with definite or borderline diagnosis of AC
was characterized using the advanced transthoracic echocardiography (TTE) and
cardiac magnetic resonance (CMR) and divided into the groups according to the
potential arrhythmic risk markers, such as non-sustained ventricular tachycardia
(NSVT), late gadolinium enhancement (LGE), and genetic status. Layer-specific
global longitudinal strain (GLS) by TTE 2D speckle tracking was compared in patients

with and without these arrhythmic risk markers.

Results: In this study, 23 (51.1%) patients were men with mean age of 43 +
16 years. Next-generation sequencing identified a potential pathogenic mutation in
39 (86.7%) patients. Thirty-nine patients presented LGE (73.3%), mostly located at
the subepicardial-to-mesocardial layers. A layer-specific-GLS analysis showed worse
GLS values at the epicardial and mesocardial layers in the subjects with NSVT and
LGE. The epicardial GLS values of -15.4 and -16.1% were the best cut-off values for
identifying the individuals with NSVT and LGE, respectively, regardless of left

ventricular ejection fraction (LVEF).

Conclusions: The layer-specific GLS assessment identified the subjects with
high-risk arrhythmic features in AC, such as NSVT and LGE. An epicardial GLS may

emerge as a potential instrument for detecting the subjects at risk of SCD in AC.
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INTRODUCTION

Arrhythmogenic cardiomyopathy (AC) is a genetically determined
myocardial disease characterized by the progressive fibro-fatty myocardial
replacement leading to heart failure and life-threatening arrhythmias in the early
stages of the disease (1). It is a clinically heterogeneous disease due to its
incomplete penetrance and variable expression. Therefore, there is no single gold
standard for the diagnosis of AC and the diagnostic process is considered
challenging. The diagnosis of AC is currently made on the consensus based revised
2010 Task Force criteria (TFC) (2), and updated in 2019 with the Padua criteria for
left sided forms (3). The imaging criteria underlines the importance of cardiac
imaging in AC with a great influence of cardiac magnetic resonance imaging (CMR).
The detection of a regional wall motion abnormality is required to score a major or
minor criterion regardless of the outflow tract dilatation or systolic dysfunction.
Moreover, the presence and location of late gadolinium enhancement (LGE) on
CMR are reported as the predictive markers of ventricular arrhythmias and sudden
cardiac death (SCD) (4, 5).

Through the post-mortem studies, it is established that fibrofatty
replacement begins at the epicardium level with progressive extension to
mesocardial layers (6). This fibrofatty involvement can be assessed non-invasively
by using CMR through the LGE sequences allowing not only detection of scars, but
also evaluate the location, extension, and distribution, which helps arrhythmic risk
stratification and facilitates the selection of susceptible individuals at risk of
developing malignant events (7).

Despite the CMR advances, an echocardiography remains a non-invasive,
relatively inexpensive, widely available first-line diagnostic tool. The recent
developments in echocardiography, as tissue imaging deformation (TID) mainly
assessed by the speckle-tracking technology, may increase the performance of
conventional echocardiography. Ejection fraction (EF) is a well- known classic

echocardiographic parameter which describes the capacity of the ventricle to oust
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a determined volume, which is a global systolic parameter and usually remains
preserved when either the few segments are affected or at early stages of the
disease (8). However, TID allows the regional wall performance analysis and
detecting incipient pathological changes when the traditional echocardiography
measures (i.e., volumes and EF) are still normal. Myocardial strain has proved as a
wide clinical utility throughout numerous cardiovascular areas: cardio-oncology,
ischemic cardiomyopathy, valvular heart disease, and several non-ischemic
cardiomyopathies, such as amyloidosis (9—12). The TID usefulness remains not only
on its capability to detect the subclinical damage, but also to guide the medical and
interventional treatment as well as to stratify the short- and long- term prognosis
(13-15). Furthermore, the growing TID evidence has emerged in AC, demonstrating
the diagnostic and prognostic value which may guide decision-making for
arrhythmic primary prevention (16, 17).

Since arrhythmic events and SCD may occur in the absence of a definite
diagnosis, there is a need to identify new tools to facilitate the earliest diagnosis
and risk stratification. Some authors have attempted to assess the value of speckle-
tracking strain in the early diagnosis and disease progression of AC (18). However,
there is lack of information on the arrhythmic prognostic value of speckle-tracking
strain. This study aimed to evaluate the association of TID with the major SCD risk
factors as non-sustained ventricular arrhythmia, fibrous scar on CMR, or genetic

background.

METHODS

Study Population and Clinical Evaluation

We retrospectively recruited 45 subjects with definite or borderline
diagnosis of AC, based on 2010 TFC, who underwent transthoracic
echocardiography and CMR (2). The patients were evaluated between 2007 and
2020 at the Inherited Cardiomyopathies Unit of two tertiary hospitals. The study
was approved by the Institutional Review Board and the Local Ethics Committee,

and all the participants signed the informed consent. We excluded all the patients

162



Tesis Doctoral D. Segura Rodriguez

with permanent pacemaker pacing, ischemic heart disease, more than mild valvular
involvement (stenosis/regurgitation), and poorly controlled hypertension.

The clinical assessment comprised exhaustive evaluation of medical history,
family history of SCD or cardiomyopathy, 12- lead electrocardiogram, basic
laboratory test, and genetic testing. In addition, 24-h Holter monitoring,
echocardiography, and CMR were obtained within 6 months for each patient. We
thoroughly assessed the medical history for arrhythmic events: (a) non-sustained
ventricular (NSVT) tachycardia defined as 23 consecutive premature complexes
with a heart rate of >120 beats/min lasting <30s, and (b) a composite of (1)
ventricular tachycardia/ventricular fibrillation (VT/VF) defined as the presence of a
ventricular rhythm at a rate >120 beats/min that lasts longer than 30s, (2) the
incidence aborted cardiac arrest due to VF which is reversed by the successful
resuscitation maneuvers, and (3) the incidence of an appropriate implantable
cardioverter-defibrillator (ICD) shock when they occurred in response to VT or VF.

The peripheral blood samples for the genetic analysis were obtained from
the probands or the deceased index case, as applicable. A next-generation
sequencing (NGS) gene panel containing 21 genes (previously associated with the
development of arrhythmogenic cardiomyopathy) was applied (Supplementary
Material). The pathogenicity of the identified variants was classified according to
the current guidelines of the American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (19). After a potential disease-causing variant was identified in the index
patient, the genetic and clinical cascade were conducted. The subjects were
classified according to the genetic test results as the desmosomal mutations

carriers, non- desmosomal carriers, and negative/unknown mutations carriers.

Cardiovascular Imaging Analysis

The echocardiography and CMR imaging acquisition, interpretation and
analysis were performed by the two experienced, independent, and blinded
imaging specialists. The acquisition protocols and post-processing are described in

the Supplementary Material.
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Echocardiography

Transthoracic echocardiography acquisition was performed using Vivid 9
system (GE® Healthcare, Hgrten, Norway). The size of chamber, quantifications, and
severity partition cut-offs of left ventricular (LV) dysfunction were measured
according to the current guidelines (20). We used an 18-segment model to analyze
the regional wall motion abnormalities (RWMA) and deformation assessment. The
images were acquired at 65 frames per second and processed offline using Echo-
PAC software GE® (GE®, Hgrten, Norway).

The strain analyses were performed using a dedicated software (EchoPac
strain package for analysis, GE® Healthcare, Hgrten, Norway), tracing endocardial
border, and adjusting region of interest avoiding pericardium. We obtained the
global longitudinal strain (GLS) by using a 2D speckle-tracking method (21). We
evaluated: layer-specific GLS, regional longitudinal strain, and mechanical
dispersion from the analysis of the SD (MDSD) and range between maximum and
minimum time value (MDdelta) of the time to reach peak negative strain. The GLS-
specific and mechanical dispersion values were analyzed according to the reference
values (22-24). We calculated the ratio of endocardial GLS to epicardial GLS (Endo-
Epi GLS ratio) using the endocardial GLS/epicardial GLS for the assessment of the
strain gradient, as previously described (23). Twenty patients were randomly
selected for analyzing interobserver variability by another observer blinded to the
results of the first reader, assessing the GLS at each myocardial layer (GLSepi ,

GLSmeso , and GLSendo).

CMR Study

All the patients underwent a CMR evaluation. The LV and right ventricular
(RV) function were categorized according to the current guidelines (25). We
considered the presence of LV involvement when any of the following conditions
were present: LV RWMA, LV wall thinning, left ventricular ejection fraction (LVEF)
<50%, or LGE with non-ischemic pattern. On the other hand, right ventricular (RV)

involvement was considered according to TFC (2). The LGE sequences were
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qualitatively assessed (presence, location, and layer-distribution) according to an
18-segment model.

Finally, the patients were classified on the basis of RV and/or LV involvement
as follows: lone RV (isolated RV involvement), biventricular, LV dominant (isolated

LV involvement), and negative CMR (absence of any CMR signs).

Statistical Analysis

The qualitative variables were described using the absolute frequencies and
percentages. The continuous variables were expressed as mean and SD, or median,
when applicable. The normality of the data was tested with Shapiro—Wilk test.

A comparative analysis between the groups was performed using Pearson’s
chi-square test or Fisher’s exact test for the qualitative variables. Intergroup
comparisons for the quantitative variables were made using Student’s t-test or
Mann-Whitney U-test when indicated. For quantitative comparison among the
three groups, an ANOVA test or Kruskal-Wallis were performed. Interobserver
variability was evaluated using the intraclass correlation coefficient (ICC) for layer-
specific GLS analysis. The receiver operating characteristics (ROC) curves were used
to define the GLS cut-offs able to predict the NSVT and LGE. A value p < 0.05 was
considered statistically significant. The data were processed using the SPSS Statistics

25 software (IBM®, Armonk, NY, USA).

RESULTS

The baseline clinical characteristics are summarized in Table 1. We included
37 Caucasian patients with a definite and eight patients with a borderline diagnosis
of AC (mean age 43 * 16 years and 51% were men), belonging to the 19 families,
who had previously undergone a TTE and CMR. Overall, a high prevalence of family
history of SCD was found (39; 86.7%). Twenty-four patients (53.3%) had cardiac
symptoms at first evaluation, mainly dyspnea (10; 22.2%) and palpitations (7;
15.6%). The asymptomatic patients were diagnosed primarily by family cascade
screening. In 37 patients, we found a pathogenic or likely a pathogenic variant

(Figure 1 and Supplementary Table 1). During 24 h Holter monitoring or 12- lead
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ECG, we identified 16 patients (35.5%) presenting NSVT. The incidence of NSVT was
not significantly associated with LVEF (51.9 £ 8.3 vs. 47.7 £ 10.7%; p = 0.15) or
indexed LV end-diastolic volumes (55.5 + 15 vs. 58.8 + 17 ml/m2; p = 0.497).

Negative
13%

TMEMA43
2%

LMNA
2%

FLNC
16%

DES
36%

7%
Figure 1. Genetic test results. DSP: desmoplakin, DES: desmin, DSG-2: desmoglein-2, PKP-2:
plakophilin, FLNC: filamin C, LMNA: lamin A/C, TMEMA43: transmembrane protein 43

Twelve patients (26.6%) had experienced the composite outcome of VT/VF
with five individuals receiving an appropriate ICD shock.

An echocardiographic analysis revealed that nearly half of the patients (23;
51.1%) showed an impaired LVEF (mean 42.9 + 5.9%), with 69.6% of the patients
presenting with mildly reduced, 26.1% moderately reduced, and 4.3% severely
reduced LVEF. In addition, majority of the patients had no RV systolic dysfunction
[mean tricuspid annular plane systolic excursion (TAPSE) 20.1 + 4 mm]. Overall, the
structural evaluation showed a normal LV end-diastolic volume (LVEDV 104.9 + 28.9
ml and indexed LVEDV 56.7 + 15.6 ml/m2). Moreover, 31 patients presented
regional RWMA at evaluation, mainly located at basal (23; 51.1%) and mid
inferolateral (24; 53.3%) segments and mid lateral segments (23; 51.1%). In all the
individuals, it was feasible to evaluate regional and GLS according to each
myocardial layer. The GLS analysis results are shown in Supplementary Table 2. The
mechanical dispersion parameters were MDSD 51.3 + 18 ms and MDdelta 174.2

61.5 ms, being higher values than the normal ranges in the healthy population (24).
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Overall (45) VT/VF (-) (33) VT/VF (+) (12) p-value

Sex (male) n, (%) 23 (51.1) 12 (36.4) 11 (91.1) 0.001
Age (years), mean + SD 43.13+16.5 413+17.8 48.3+11.6 0.21
Body mass index, kg/m2 26.8+4.1 27.2+4.4 25.8+3.4 0.31
Body surface area, m2 1.8+0.2 1.83+0.2 1.96+0.21 0.08
Hypertension n, (%) 2 (4.4) 2 (6.1) 0(0) 1
Dyslipidaemia n, (%) 2 (4.4) 1(3) 1(8.3) 0.46
Type 2 Diabetes n, (%) 1(2.2) 1(3) 0(0) 1
Tobacco use 0.66
Active smoking n, (%) 4 (8.9) 3(9.1) 1(8.3)
Former smoking n, (%) 2 (4.4) 2 (6.1) 0(0)
Family history SCD, n (%) 39 (86.7) 33 (100) 6 (50) <0.001
Asymptomatic, n (%) 21 (46.7) 20 (60.6) 1(8.3) 0.002
Symptoms, n (%) 24 (53.3) <0.001
Dyspnoea 10 (22.2) 8(24.2) 2 (16.7)
Chest Pain 2 (4.4) 2 (6.1) 0(0)
Palpitations 7 (15.6) 1(3) 6 (50)
Syncope 3(6.7) 2(6.1) 1(8.3)
Aborted SCD 2 (4.4) 0(0) 2(16.7)
NYHA class | n, (%) 34 (75.6) 24 (72.7) 10 (83.3) 0.021
NYHA class Il n, (%) 9 (20) 9(27.3) 0(0)
NYHA class Il n, (%) 2 (4.4) 0(0) 2(16.7)
Abnormal ECG n, (%) 34 (75.6) 23 (69.7) 11 (91.7) 0.24
Atrial Fibrillation n, (%) 4 (8.9) 2 (6.1) 2 (16.7) 0.28
Paroxysmal 2 (4.4) 1 (50) 1 (50)
Persistent 1(2.2) 0 1 (50)
Permanent 1(2.2) 1 (50) 0
Genetic testing n, (%) <0.001
Desmosomal mutation 15 (33.3) 11 (33.3) 4 (16.7)
Non-Desmosomal mutation 24 (53.3) 22 (66.7 2 (16.7)
Unknown 6(13.3) 0 6 (50)
Phenotype,t n (%) 0.022
RV 5(11.1) 2 (6.1) 3(25)
Lv 19 (42.2) 17 (51.1) 1(8.3)
BV 15 (33.3) 9(27.3) 7 (58.3)
Silent 6(13.3) 5(15.2) 1(8.3)
NSVT n, (%) 16 (35.6) 7 (21.2) 975) 0.002
ICD n, (%) 23 (51.1) 13 (39.4) 10 (83.3) 0.001

Primary Prevention 14 (60) 12 (92.3) 2 (20)

n, (%)

Secondary Prevention 9 (40) 1(7.7) 8 (80)

n, (%)
ICD shocks n, (%) 7 (15) 2 (6.1) 5(41.7) 0.011

Appropriate n, (%) 5(71.4) 0(0) 5100

Inappropriate n, (%) 2 (28.6) 2 (100) 0(0)

Table 1. Baseline characteristics. SCD = sudden cardiac death; RV = right ventricle:

LV = Left Ventricle; BV = Biventricular; ICD = Implantable cardioverter defibrillator. TBased

on regional wall motion abnormalities and late gadolinium enhancement.
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Regarding the AC appearance on CMR, a nearly exclusive LV involvement
was the most frequent AC phenotype (42.2%), with 15 (33.3%) presenting a
biventricular (BV) affection, and 5 (11.1%) a predominant RV involvement. The LV
and RV ejection fraction (RVEF) distributions are displayed at Supplementary
Figures 1, 2. The mean LVEF and RVEF values were 51.7 + 10.2 and 50.9 £ 10.1%,
respectively. With respect to LGE, 33 (73.3%) patients presented LGE with non-
ischemic pattern. Distribution of LGE was identified as biventricular in 18 patients
(54.5%), lone LV in 10 subjects (30.3%), and lone RV in five cases (15.2%). LV-LGE
was predominantly located at the subepicardial-to-mesocardial layer (n = 27;
96.4%) and only one patient had focal patchy transmural LGE at the interventricular
septum. None of the patients had subendocardial LGE involvement. In addition, LV-
LGE was predominantly located at the lateral/inferolateral wall in 27 individuals
(96.4%), with an extended circumferential pattern in 19 (70.37%) of these patients.

Among the patients who experienced VT/VF during follow-up, the BV
phenotype was the most frequently encountered (7, 58.3%), followed by the
exclusive RV (3, 25%) and LV phenotype (1, 8.3%).

GLS and Major Arrhythmic Events

The layer-specific GLS comparing the patients with and without previous
VT/VF [VT/VF (+) vs. VT/VF (-)] showed in the epicardial GLS values differences
(-14.4+£ 2.2 vs. -16.1 + 3.1%; p = 0.09), with no differences at either mesocardial or

endocardial GLS analysis.

Strain Association with Arrhythmic Risk Markers

GLS and NSVT

The comparative regional and GLS analysis according to myocardial layer
between the patients with history of NSVT [NSVT(+)] and without NSVT [NSVT(-)] is
shown in Figure 2. The LV layer-specific GLS analysis showed poorer LV-GLS values

in the NSVT(+) group at the mesocardial and epicardial layers. However, no
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significant differences were found between the groups when comparing GLS at the
endocardial myocardial layer. Similarly, the mechanical dispersion parameters were
not different in both the groups [MDSD: NSVT (+) 53.6 + 15.6ms vs. NSVT (-) 50 +
19.3ms; p = 0.434 and MDdelta: NSVT (+) 185.6 £ 66.8 ms vs. NSVT () 167.9 + 58.6
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466451 141156 186354 457439 176435
C A7243 146257 A79i68 165458
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Figure 2. Comparative Global and Regional Layer-specific GLS analysis global between NVST(+) and
NSVT (-) groups represented in Left Ventricular 18-segment models according to each myocardial layer. White
areas remark significant differences in regional longitudinal strain between groups. GLS = global longitudinal

strain. NSVT = non-sustained ventricular tachycardia.
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Sensitivity

Furthermore, the regional longitudinal strain at the inferoseptal and inferior
basal-to-mid segments were consistently impaired within all the myocardial layers
in the NSVT (+) group when compared with the NSVT (-) group. In addition, the
Endo-Epi GLS ratio showed a tendency to the lower values in the NSVT (+) group
(1.2+0.1vs.1.3£0.1; p =0.06).

In Figure 3, the ROC curves analysis of the layer GLS analysis to predict the
presence of NSVT is represented. The best area under the curve (AUC) was 0.739
(95% Cl 0.585—0.893) for GLSepi with the best cut-off value -15.41%, giving a
sensitivity of 75% and specificity of 72.4%.
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Figure 3. Receiver operating characteristics curve analysis of layer-specific GLS to predict NSVT. GLS = global

longitudinal strain. NSVT: non-sustained ventricular tachycardia.

GLS and LGE

The comparative analysis between the layer-specific GLS and LGE presence
(LGE+ vs. LGE-) is exposed at Figure 4. We found significant differences in GLS
according to the LGE presence, specifically at the mesocardial and the epicardial
layers. Conversely, there were no significant alterations in the endocardial layer GLS
between the groups of patients with and without LGE. In addition, the Endo-Epi GLS

ratio was lower in the LGE (+) group (1.3 £ 0.1 vs. 1.2 £ 0.06; p = 0.035).
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Figure 4. Comparative Global and Regional Layer-specific GLS analysis global between LGE(+) and
LGE (-) groups represented in Left Ventricular 18-segment models according to each myocardial
layer. White areas remark significant differences in regional longitudinal strain between groups. GLS

= global longitudinal strain. LGE = late gadolinium enhancement.

As observed in the NSVT (+) group, the patients presenting LGE showed
worse GLS values in the inferior and inferoseptal segments throughout all the
myocardial layers. However, no significant differences were found on the

mechanical dispersion parameters [MDdelta: LGE (+) 52.2 + 16.3 ms vs. LGE (—) 48.7
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+22.7 ms; p = 0.57 and MDdelta: LGE (+) 176.3 + 57.1 ms vs. LGE (-) 168.5 + 74.9
ms p = 0.36].

Figure 5 depicts the ROC curves analysis of the layer GLS analysis to predict
the presence of LGE. The best AUC was 0.75 (95% Cl 0.0.57-0.9) for GLSepi with the

best cut-off value -16.1%, giving a sensitivity of 72.7% and specificity of 75%.
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Figure 5. Receiver operating characteristics curve analysis of layer-specific GLS to predict presence of LGE

presence. GLS=global longitudinal strain. LGE=Late gadolinium enhancement.

GLS and Genetics

We did not find significant differences in the GLS, dispersion parameters, or
regional longitudinal strain analysis between the different genetic background
(Supplementary Tables 3-5). Likewise, no significant differences were detected
regarding the mechanical dispersion parameters (MDsp : desmosomal 52.2 + 14.6
ms vs. non-desmosomal 50 + 21.4 ms vs. unknown mutations 53.9 £+ 11.6 ms; p =
0.89, MDgelta: desmosomal 165.9 + 37 ms vs. non-desmosomal 170.2 + 68.2 ms vs.
unknown mutations 211 + 78.4ms; p = 0.41) or Endo-Epi GLS ratio (desmosomal 1.3

+ 0.1 vs. non-desmosomal 1.2 + 0.1 vs. unknown mutations p = 0.17).

Interobserver Analysis
An interobserver analysis showed excellent agreement between the
observers with ICC 0.93 (95% Cl, 0.80-0.97) for GLSepi, 0.93 (95% Cl, 0.83-0.97) for
GLSmeso and 0.87 (95% Cl, 0.72-0.95) for GLSendo.
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DISCUSSION

Arrhythmic risk stratification in AC remains a matter of debate and can be
challenging, particularly in the early stages of the disease. LVEF is a poor predictor
with a remarkable incidence of SCD in the patients with preserved or mildly
impaired systolic function, particularly in the certain genotypes, such as FLNC,
LMNA, TMEMA43, or DES (26—29). New stratification tools are needed, and advanced
cardiac imaging is gaining relevance in this field. Our work is the first to correlate
the LV regional layer- specific GLS analysis with the traditionally accepted
arrhythmic risk factors of ventricular arrhythmias in AC, such as NSVT, LGE, or
genetic status. Our results seem promising as we were able to detect, in a small
cohort of the patients with AC, significant TID disturbances that were associated
with the presence of classical SCD risk factors, such as the presence of LGE or NSVT.

In general, LVEF remains one of the cornerstones during the decision-making
process to select the high-risk patients who may benefit from the ICD implantation
for primary prevention (19, 20). However, the LVEF loses discriminative capability
in the setting of AC, as ventricular arrhythmias (VAs) or SCD might happen during
the so-called electrical phase in the subjects with no evident macroscopic structural
changes and normal LVEF. Therefore, it is mandatory to detect more sensitive
parameters capable of detecting the pathological changes in the vulnerable phase
before LVEF impairment. The present study aimed to go beyond the LVEF and
standard average GLS, performing a layer-specific analysis to detect the subjects
with the stablished arrhythmic risk markers. Several studies have shown that
greater GLS (more positive) and LV mechanical dispersion might be the markers of
ventricular arrhythmias but to date have not been included in the solid predictive
models (16).

Nonetheless, NSVT and LGE are the well-recognized risk factors for
arrhythmic risk. NSVT is classically included in the prediction models algorithms for
VAs in AC (30—-33). More recently, the LGE has shown remarkable prognostic value
in AC showing that LV involvement and LV dominant phenotype are the
independent factors of major events (34). Hence, searching these elements during

the patient evaluation is of upmost relevance. In this sense, our study has shown
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that especially epicardial GLS had a good association for detecting the subjects with
NSVT or LGE, pointing the best cut-off at ~-16 to -15%. Adding epicardial GLS to the
routinely echocardiographic assessment may increase the sensitive capability to
detect the subjects potentially at risk of VAs and therefore, of SCD.

he previous studies have shown that LV dominant AC presents a typical
subepicardial-to-mesocardial LGE distribution, with a specific distribution at the
inferolateral and lateral walls with circumferential extension (ring-like patterns)
(35). Majority of our cohort of patients had subepicardial-to-mesocardial LV- LGE
distribution and only one subject had patchy mesocardial fibrosis located at the
interventricular septum. A good correlation observed, not only between the LGE
and impaired GLS, but also in the distribution of the segments, reinforcing the
potential of speckle-tracking TTE as a useful tool to detect the individuals with early
involvement and as an arrhythmic risk predictor.

It has been previously described that the endocardial GLS is higher than
epicardial GLS in the normal subjects with a Endo- Epi GLS ratio of ~1.3 (36). This
might be explained by the differences in wall stress (more stress in the endocardial
fibers during diastole making them larger than epicardial fibers) or changes in
coronary perfusion (37, 38). Nevertheless, this Endo- Epi GLS gradient is likely
accentuated when the progressive fibrosis accumulation occurs in the epicardial
layers which is the central pathophysiology of AC. Indeed, lateral LV epicardium is
affected before endocardium in AC (18). In our cohort, only at the epicardial and
mesocardial level, the differences were observed between the patients at higher
and lower arrhythmic risk, as defined by the presence of arrhythmic risk markers.

Despite of the potential clinical usefulness of TID by speckle tracking, it is
mandatory to always check the tracking results visually and defining a good region
of interest tracing (excluding pericardium and blood pool). When performed by
expertise personnel, GLS has shown higher accuracy than the conventional
diagnostic echocardiographic parameters, providing both the higher sensitivity and
specificity to detect AC (39, 40).

However, due to the small sample size of this study, assumption in the terms

of prognosis needs to be evaluated in larger prospective studies, taking into account
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major events, such as ventricular fibrillation, sustained ventricular tachycardia, or
sudden cardiac death. In this regard, the integrating parameters, such as family
history, LGE, arrhythmic burden, and genetics and potentially, the layer-specific
GLS, such as epicardial GLS may increase the predictive capability to select the high-

risk individuals who may benefit for the ICD implantation.

LIMITATIONS

These data should be interpreted with caution due to the small sample size.
In addition, the retrospective and cross-sectional design nature of this study does
not allow inferences in the terms of prognosis. Hence, the VT events were included
only through either Holter monitoring or 12-lead ECG which may have lower yield
when compared with the monitoring using an implanted cardiac device.
Furthermore, we are aware of the inherent limitations in ejection fraction, GLS, and
LGE interpretation. Definition of region of interest in the speckle-tracking analysis is
of utmost importance as it requires accurate tracing to avoid pericardial inclusion
which may cause differential bias (21). The values of longitudinal strain may vary
depending on age, sex, and vendor specific software, so that these values may not
be applicable in a different population. Since major arrhythmic events were not
used as the primary endpoint because there were few in such relatively rare
pathology, future prospective, larger, and multicenter studies are needed to
evaluate the predictive capacity of GLS to detect individuals at risk of malignant

arrhythmic events need to be confirmed in a prospective study.

CONCLUSION

The layer-specific GLS assessment identified the subjects with high-risk
arrhythmic markers, such as NSVT and LGE presence. An epicardial GLS analysis
showed the best of the ability for detecting the subjects with the arrhythmic risk
factors. The larger prospective studies may correlate layer-specific GLS evaluation

with the malignant arrhythmic events and its prognostic role.
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Gene Protein p-notation c-notation Carrier status Variant
type

DES Desmin p.Glu401Asp ¢.1203G>C Heterozygous Missense
p.Asp212Ala c.641A>C Heterozygous Missense

FLNC FilaminC p.Leu194Profs*52 c.581_599delTGGTGG Heterozygous Nonsense
p.? c.4288+2T>G Heterozygous Nonsense

DSP Desmoplakin p.Argl045* €.3133C>T Heterozygous Nonsense
p.? c.1266+1G>A Heterozygous Nonsense
p.Val2567Cysfs*14 €.7697_7698insG Heterozygous Nonsense
p.Arg2284* €.6850C>T Heterozygous Nonsense
p.Argl60* c.478C>T Heterozygous Nonsense

PKP2 placophilin2 p.Gly548Valfs*15) c.1643delG Heterozygous Nonsense

DSG2 Desmoglein-2 p.Arg292His c.875G>A Homozygous Missense
p.Arg49His c.146G>A Heterozygous Missense

LMNA LaminA/C p.Trp514* c.1541G>A Heterozygous Nonsense

TMEMA43 Transmembrane p.Ser358Leu c.1073C>T Heterozygous Missense

protein 43
Supplementary Table 1. List of genetic variants identified among arrhythmogenic cardiomyopathy
patients.

Supplementary Table 2. Comparative Mesocardial global and regional Longitudinal Strain analysis among genetic groups. GLS =
global longitudinal strain.

GLS Mesocardial Segment Desmosomal Non-desmosomal Negative p value

n. (%) 15, (33.3) 24, (53.3) 6, (13.3)

Basal Anterior -18.4+3.6 -19.4+5.4 -14.9+7.7 0.18
Anteroseptal -16.4+5.7 -16.5+5.3 -14.2+4.5 0.63
Inferoseptal -13.8+4.4 -14.444.9 -15.5+4.6 0.74
Inferior -18.1+5.4 -16.945.0 -17.0+2.7 0.74
Inferolateral -19.045.2 -18.9+6.0 -18.88.5 1.00
Lateral -19.5+4.2 -18.8+6.2 -16.2+6.9 0.49

Mid Anterior -17.245.0 -15.9+4.8 -11.3+6.0 0.06
Anteroseptal -17.0+3.8 -17.3+5.1 -17.0+4.3 0.98
Inferoseptal -16.1+4.9 -16.845.3 -18.2+4.3 0.70
Inferior -17.6+4.4 -18.4+5.3 -18.0+3.5 0.89
Inferolateral -18.7+3.8 -18.9+4.6 -17.8+6.4 0.88
Lateral -18.1+3.9 -17.0+4.9 -14.4+4.5 0.26

Apical Anterior -16.4+5.0 -14.7+4.4 -13.8+4.0 0.42
Anteroseptal -19.1+7.0 -16.4+5.5 -18.3+4.8 0.37
Inferoseptal -20.347.3 -18.845.4 -17.316.8 0.58
Inferior -20.615.6 -21.3+5.2 -21.6+4.3 0.9
Inferolateral -19.614.9 -18.2+4.8 -18.26.2 0.68
Lateral -18.2+4.8 -15.5+5.9 -11.4+5.9 0.08

GLSmeso (%) — -17.7+3.1 -17.3+3.3 -16.6+2.9 0.79
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GLS Epicardial | Segment Desmosomal | Non-desmosomal | Negative p value

n, (%) 15, (33.3) 24, (53.3) 6, (13.3)

Basal Anterior -17.2+3.3 -18.3+5.2 -13.5+6.6 0.11
Anteroseptal -16.2+5.4 -16.6+5.2 -13.8+4.2 0.52
Inferoseptal -14.4+4.6 -14.5+4.5 -15.345.4 0.91
Inferior -17.9+4.9 -16.5+5.0 -16.4+2.6 0.64
Inferolateral -18.05.1 -18.3+5.8 -17.949.1 0.98
Lateral -18.1+4.3 -17.1+5.9 -15.0+6.9 0.51

Mid Anterior -16.1+4.8 -14.6+4.5 -9.9+5.1 0.03
Anteroseptal -15.0+4.0 -15.7+4.7 -14.9+4.0 0.85
Inferoseptal -15.614.4 -16.145.3 -17.5¢4.1 0.71
Inferior -17.0+4.2 -17.945.3 -17.7+3.4 0.86
Inferolateral -16.7+3.2 -17.7+4.6 -17.0+6.6 0.81
Lateral -16.6+4.3 -15.4+4.6 -13.2+4.6 0.30

Apical Anterior -13.0+4.8 -11.7¢4.3 -9.543.3 0.26
Anteroseptal -14.6+5.9 -12.9+4.4 -13.4+4.2 0.59
Inferoseptal -16.616.3 -15.7+4.7 -13.945.3 0.57
Inferior -17.0+4.8 -18.0+4.7 -17.0+3.6 0.67
Inferolateral -15.5+4.3 -14.8+4.1 -14.5+5.6 0.86
Lateral -14.7+4.5 -12.8+5.1 -8.6+5.7 0.065

GLSepi (%) — -15.8+2.8 -15.8+3.2 -14.7+2.5 0.7

Supplementary Table 3. Comparative Epicardial global and regional Longitudinal Strain analysis among genetic groups.
GLS = global longitudinal strain.

GLS Endocardial | Segment Desmosomal Non-desmosomal | Negative p value

n, (%) 15, (33.3) 24, (53.3) 6, (13.3)

Basal Anterior -19.7+4.1 -20.6+5.7 -16.5+9.0 0.30
Anteroseptal | -16.616.2 -16.65.7 -14.8+4.7 0.77
Inferoseptal | -13.3+4.4 -14.545.5 -15.843.8 0.56
Inferior -18.3+6.0 -17.4+5.6 -17.6+3.5 0.87
Inferolateral | -20.2+5.7 -19.616.4 -19.7+8.0 0.95
Lateral -20.9+4.3 -20.7+6.8 -17.5+6.9 0.46

Mid Anterior -19.4+3.7 -19.2+5.8 -19.6+4.8 0.99
Anteroseptal | -18.545.5 -17.4+5.3 -12.9+7.2 0.12
Inferoseptal | -16.85.5 -17.645.3 -18.8+4.7 0.71
Inferior -18.3+4.9 -19.0+5.4 -18.4+3.8 0.91
Inferolateral | -20.8+4.8 -20.2+4.9 -18.76.2 0.70
Lateral -19.7+3.9 -18.7+5.4 -15.8+4.5 0.26

Apical Anterior -21.5+¢5.9 -19.245.2 -20.1+5.6 0.44
Anteroseptal | -25.748.5 -21.6+7.5 -25.7+5.8 0.21
Inferoseptal | -25.7+8.9 -23.247.3 -22.449.2 0.58
Inferior -26.0+6.9 -25.7+6.4 -28.3+6.7 0.70
Inferolateral | -25.3+5.9 -22.86.1 -23.616.9 0.47
Lateral -23.1+5.7 -19.2+7.5 -15.8+6.8 0.07

GLSendo (%) — -20.0+3.3 -19.1+3.7 -18.5+3.8 0.62

Supplementary Table 4. Comparative Endocardial global and regional Longitudinal Strain analysis among genetic

groups. GLS = global longitudinal strain.
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Left Ventricle Ejection Fraction

= Normal
= Mildly abnormal
= Moderately abnormal
Severely abnormal
38%

Supplementary Figure 1. Left Ventricular ejection fraction distribution according to Cardiac Magnetic

Resonance.

Right Ventricle Ejection Fraction

u Normal
= Mildly abnormal
u Moderately abnormal

Severely abnormal

Supplementary Figure 2. Right Ventricular ejection fraction distribution according to Cardiac Magnetic Resonance.
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