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ABREVIATURAS %

- IC, insuficiencia cardiaca. !

- MCDQ, miocardiopatia inducida por quimioterapia. !

- DVI, disfuncién ventricular izquierda.

- ETT, ecocardiograma transtoracico. !

- MUGA, ventriculografia isotopica con adquisicion sincronizada multiple. !
- RMC, resonancia magnética cardiaca. !

- FEVI, fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo.

- HER2, receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2. !
- ITC, inhibidores de la tirosina cinasa. !

- Anti-mTOR, inhibidores de la activacion de la proteina mTOR !
- NYHA, New York Heart Association. !

- ERO, especies reactivas de oxigeno. !

- ADN, acido desoxirribonucleico. !

- B-bloqueante, betabloqueantes. !

- IECA, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina. !
- ARA, antagonistas de los receptores de angiotensina. !

- VI, ventriculo izquierdo.

- MCH, miocardiopatia hipertréfica. !

- MCD, miocardiopatia dilatada. !

- MCA, miocardiopatia arritmogénica. !

- MCR, miocardiopatia restrictiva. !

- MCDNC, miocardiopatia no compactada. !

- VI, ventriculo izquierdo. !
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DTDVI, diametro telediastélico del ventriculo izquierdo.

VTDVI, volumen telediastolico del ventriculo izquierdo.

ECG, electrocardiograma.

CK, creatina quinasa.

BEM, biopsia endomiocérdica.

NGS, Next generation Sequencing (técnicas de secuenciacion masiva).

VSI, variantes de significado incierto.

MAF, Frecuencia del alelo menor.

ExAC, Exome Aggregation Consortium (Consorcio de Agregacion de Exome).
ACMG, American College of Medical Genetics (Colegio Americano de Genética
Médica)

AMP, Association for Molecular Pathology (Asociacion de Patologia Molecular).
VP, variante patogénica.

VPP, variante probablemente patogénica.

PSI, proporcion de empalme.

MS, muerte subita.

DAL, desfibrilador automatico implantable.

RSC, dispositivo de resincronizacion cardiaca.
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VARIANTES GENETICAS ASOCIADAS CON LA MIOCARDIOPATIA

DILATADA INDUCIDA POR QUIMIOTERAPIA )
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1 INTRODUCCION

1.1 Dimension del cancer en Espaiia y el mundo

El cancer es una enfermedad de distribucion global a la que se enfrentan cada afio
millones de personas. En Espafia, como en la mayoria de los paises desarrollados, el
cancer es actualmente un importante problema de salud publica y una de las prioridades

de las lineas de investigacion en salud.

La incidencia del cancer ha experimentado un rapido crecimiento a lo largo de todos los
continentes en las ultimas décadas. En el afio 2015 La Organizacién mundial de la salud
estimd que el cancer seria la primera o segunda causa de muerte antes de los 70 afios en
91 de 172 paises, y que se situaria entre la tercera o cuarta en otros 22!, Existen multiples
factores subyacentes a este fenomeno que refleja dos hechos fundamentales: el aumento
de la poblacion y su envejecimiento, pues la edad es uno de los principales factores de
riesgo para su desarrollo. Por otra parte, la mejoria de las condiciones socioecondomicas
ha conllevado cambios en la exposicion a determinados factores de riesgo conocidos

como el tabaco, el alcohol, la contaminacion y la obesidad.

Seglin los tltimos datos disponibles dentro del proyecto GLOBOCAN!, que recoge los
datos de incidencia y mortalidad por cancer en un total de 185 paises, en el afio 2018 se
diagnosticaron aproximadamente 18,1 millones de casos nuevos de cancer en el mundo
y se produjeron cerca de 9.6 millones de muertes. Los tumores responsables del mayor
numero de fallecimientos a nivel mundial fueron el cancer de pulmon, el cancer de colon

y recto y el cancer de estomago (figura 1). De acuerdo con sus estimaciones, se espera
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que el numero de casos nuevos de cancer aumente hasta aproximadamente los 29,5

millones al afio en el afio 2040.

Figura 1. Distribucion de los casos nuevos y fallecimientos para los 10 tumores mas
frecuentemente diagnosticados en 2018 en ambos sexos. El cancer de piel no melanoma

se incluye en otros. Tomado de Bray et al'. Fuente GLOBOCAN 2018.
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La incidencia del cancer estimada en Espafia en el afio 2020 a partir de los calculos de
REDECAN (Red Espaiola de Registros de Cancer) es de 277.394 casos (11,89% mas
que en 2015)%3. En linea con lo observado en el mundo, el tumor mas frecuentemente
diagnosticado en Espaia en el afio 2020 sera el de colon y recto (44.231 nuevos casos),
prostata (35.126), mama (32.953) y pulmoén (29.638) (figura 2). Por sexos, los canceres
mas frecuentemente diagnosticados en hombres serdn el de prostata y en las mujeres el

de mama?’.
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Figura 2. Numero estimado de casos incidentes de cancer en Espafa por tipo tumoral,

2020. Ambos sexos. Tomado de REDECAN?.
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De forma paralela al aumento de diagnosticos nuevos de cancer, se han producido grandes
avances en su abordaje, tanto en su diagnostico y estratificacion, como en los tratamientos
médicos, de radioterapia y quirdrgicos, y en las estrategias de deteccion temprana y
difusion de actividades preventivas, que se han traducido en una mejora significativa en
las posibilidades de sobrevivir tras el diagnostico. La mortalidad asociada al cancer ha
experimentado un importante descenso en los Gltimos 30 afios* . La supervivencia a 5
afios del cancer de mama tratado en estadio precoz crecid del 79% al 88% en el afio 2012.
Mejoras similares han sido alcanzadas en otros tumores s6lidos como el de testiculo y
tiroides, y hematoldgicos incluidos los linfomas no hodgkin y la leucemia mieloide
cronica®’.

28!



El informe elaborado por la REDECAN que analizaba la supervivencia a los 5 afios en
los pacientes con cancer diagnosticados en el periodo 2008-2013, encontré una
supervivencia global del 55.3% en los hombres y del 61.7% en las mujeres, con
importantes variaciones en funcion del tipo de cancer y su estadio en el momento del
diagnostico®’. Estas cifras demuestran una mejora significativa en la supervivencia del
cancer en Espafia, que practicamente se ha duplicado en los ultimos 40 afios y que se

prevé seguird mejorando en los proximos anos.

El creciente nimero de diagnosticos nuevos de céncer y las continuas mejoras de la
supervivencia resultan en un nimero cada vez mayor de “supervivientes del cancer”. En
la actualidad, varios tipos de cancer pueden ser curados o mantenerse en remision por un
largo periodo de tiempo, permitiendo a los pacientes vivir el resto de sus vidas sin
enfermedad oncoldgica. En el mundo, se estima que 43.8 millones de personas seguiran
vivas a los 5 afios del diagnostico del cancer. Cerca de 14.5 millones de estadounidenses
con cancer estaban vivos en el afio 2014 y se estima que habra cerca de 19 millones de
supervivientes del cancer en el afio 2024°. En Espaiia, la prevalencia a 5 afios estimada

para todos los tumores en el afio 2018 era de 772.853 personas!-2.

Asi, el cancer se ha convertido en una enfermedad crénica y los “supervivientes del
cancer” deberan enfrentarse tanto a los problemas de salud relacionados directamente con
las secuelas de la enfermedad, como a los efectos adversos derivados del tratamiento

antitumoral, siendo la cardiotoxicidad unos de los mas importantes.
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1.2 Miocardiopatia dilatada inducida por quimioterapia %

1.2.1 Definicién y diagndstico

A medida que el cancer deja de ser una enfermedad terminal y se convierte en una
condicién cronica, los efectos adversos derivados de los tratamientos antitumorales son
cada vez mas evidentes, y sus consecuencias, a medio y largo plazo, se han convertido en
uno de los principales problemas de salud en Espafia y el mundo. La aparicion de
enfermedades cardiovasculares es uno de los efectos adversos mas temido, pues se asocia
a una importante morbi-mortalidad®. Los tratamientos contra el cancer pueden causar
multiples problemas cardiovasculares, que incluyen la aparicion de miocardiopatia e
insuficiencia cardiaca (IC), enfermedad coronaria, enfermedad valvular, hipertension
arterial, arritmias y prolongacion del segmento QT, eventos tromboembdlicos y

enfermedades del pericardio.

La miocardiopatia dilatada inducida por quimioterapia (MCDQ) se define como la
aparicion de disfuncion ventricular izquierda (DVI) durante o tras haber recibido
tratamiento con fArmacos quimioterdpicos, y en ausencia de otras posibles causas de DVI
(enfermedad de las arterias coronarias, arritmias sostenidas o valvulopatias
significativas). La MCDQ puede manifestarse durante la quimioterapia, poco después, o
muchos afos tras de la interrupcion del tratamiento, afectando el pronostico a medio y
largo plazo de los pacientes®. El diagnéstico de MCDQ tiene importantes implicaciones
en el manejo de los pacientes. Por una parte, puede conllevar la aparicion de IC y muerte
de origen cardiaco, y por otra, puede obligar a interrumpir o contraindicar el uso de
tratamientos antitumorales con efecto en el prondstico vital de determinados tipos de

cancer.
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A pesar de que la MCDQ se reconoce desde hace muchos afios como un efecto secundario
de ciertos agentes antitumorales, no existe una definicion de MCDQ aceptada

universalmente®8-!1

. Las definiciones de MCDQ propuestas por las asociaciones de
expertos y las utilizadas en los ensayos clinicos difieren, pero todas utilizan la
disminucioén de la fraccion de eyeccion ventricular izquierda (FEVI) y los cambios en su
valor absoluto como criterio diagnodstico (tabla 1)!2. La aparicion de signos y sintomas de

IC puede o no estar presente y no es un requisito indispensable para el diagndstico de la

MCDQ*",

La técnica de eleccion para el estudio de los pacientes bajo tratamiento con quimioterapia
es el ecocardiograma transtoracico (ETT). Es una técnica segura, altamente disponible,
reproducible y de bajo coste %%!2, Otra técnica empleada en la evaluacion de la
cardiotoxicidad es la ventriculografia isotdpica con adquisicion sincronizada multiple
(MUGA)', cuyo uso ha sido estandarizado y ha demostrado ser altamente reproducible,
sobre todo en estudios seriados de un mismo paciente®. Debido a sus limitaciones (la
exposicion a la radiactividad y la imposibilidad de valorar otros parametros como la
funcién diastolica y la presencia de valvulopatias) no se recomienda como herramienta
de primera linea para la monitorizacion y diagndstico de la MCDQ si el ETT esta
disponible. El uso rutinario de la resonancia magnética cardiaca (RMC) no esta

recomendado hoy en dia pues es una técnica con poca disponibilidad y un mayor coste!2.
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Tabla 1. Definiciones de miocardiopatia inducida por quimioterapia. #

D ment
Consenso de la ocumento de

Schwartz et al.!> 4 posicionamiento de la ESMO/CREC'® CTCAE" FDA"
EACVI/ASE SECS
Técnica MUGA ETT 2];[%21’ RMC, ETT ETT y MUGA - -
Alguno de los 4 criterios:
(1) disminucién de la
FEVI global o mas Grado 2: caida de la
o Caida de la FEVI > 10% progunciada en el SIV; FEVI 10-19% desde el  CaidadelaF EYI >20%
Deﬁnl.cmn/ Caida de la FEVI > 10% desde el basal Caida de la FEVI > 10% 2) signos y sintomas de  basal a FEVI’40—50%; desde el basal si la F EVI
Cambio de la desde el basal (recomiendan repetir desde el basal IC; (3) caida de la FEVI Grado 3: caida de la es normal, 0 >10% si la
FEVI . >5% hasta FEVI<55% FEVI >20% desde el FEVI esta por debajo de
imagen) con sintomas; (4) basal a FEVI 20-39%; lo normal
asintomaticos con caida Grado 4: FEVI <20%
de la FEVI >10% hasta
FEVI<55%
Valor de
corte de la <50% <53% <50% <55% <50% -
FEVI

ASE: asociacion americana de ecocardiografia, CREC: comité de evaluacion y revision cardiaca, CTCAE: Criterios de Terminologia de Eventos
Adversos, EACVI: asociacion europea de imagen cardiovascular, ETT: ecocardiograma transtoracico, ESMO: sociedad europea de oncologia médica,
FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos, FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo, IC: insuficiencia

cardiaca, SEC: sociedad europea de cardiologia, SLG: strain longitudinal global. *Para antraciclinas.
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De acuerdo al consenso de la Sociedad Europea de Cardiologia (SEC) y la Sociedad
Americana de Ecocardiografia sobre la evaluacion con técnicas de imagen cardiaca de
los pacientes adultos que reciben tratamiento antitumoral publicadas en el afio 2014 !4, 1a
MCDQ se define como la disminucién de la FEVI de mas del 10% a un valor inferior al
53%, que debe confirmarse en un nuevo ecocardiograma 2 a 3 semanas después del
diagnostico. En el afio 2016 el posicionamiento de la Sociedad Europea de Cardiologia
(SEC) para el abordaje de la cardiotoxicidad definié como criterio diagnostico de MCDQ
la disminucion de la FEVI hasta un valor inferior al 50%°. Estos limites de FEVI son los

mas frecuentemente empleados en registros y ensayos clinicos en cardio-oncologia'?.

Si bien la definicion de MCDQ se basa en cambios en la FEVI, la cardiotoxicidad es un
fendémeno dindmico y progresivo en el que la DVI representa el tltimo estadio de lesion
miocardica. Existe por tanto un interés creciente en identificar nuevos parametros que
permitan detectar la MCDQ de forma precoz, antes de la instauracion de la disfuncion
ventricular y de la aparicion de manifestaciones clinicas. La cuantificacion de
biomarcadores (péptidos natriuréticos, troponina I, troponina T de alta sensibilidad) es
una de las herramientas mas prometedoras, pues han demostrado su capacidad de detectar
el dafio miocardico antes de que evolucione a DVI, y ademds estdn ampliamente

disponibles y a bajo coste!®!819

. Por otra parte, el uso de técnicas de imagen
ecocardiograficas mas avanzadas como el andlisis de la deformacion miocérdica
mediante strain o la cuantificacion de la FEVI con 3D estan cobrando cada vez mas

importancia?®-2?

. El uso de estos nuevos parametros no solo ha reducido el umbral de
deteccién y ha permitido un reconocimiento precoz del dafio miocardico, sino que
también podria permitir la identificacion de pacientes con un riesgo elevado de desarrollar

una MCDQ, asi como la instauracion temprana de tratamiento. Sin embargo, son

necesarios estudios que validen estos criterios diagnosticos y su correlacion con la
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aparicion de eventos adversos, asi como la creacion de escalas individualizadas de riesgo,
pues la optimizacion de los tratamientos oncoldgicos se basa en el equilibrio entre el
riesgo de cardiotoxicidad y la eficacia antitumoral, sin limitar las oportunidades

terapéuticas del paciente®!1-13,

1.2.2 Epidemiologia

La incidencia de la MCDQ varia ampliamente, pues depende del esquema de tratamiento
antitumoral empleado, la duracién de la terapia y los factores de riesgo subyacentes del
paciente. Ademas, los esquemas antitumorales mas frecuentemente empleados asocian
combinaciones de farmacos quimioterdpicos, que a menudo incluyen varios agentes
potencialmente cardiotoxicos, o tratamiento con radioterapia, que influyen tanto en el
desarrollo final de la MCDQ como en su severidad. Una de las principales limitaciones
para conocer con exactitud la incidencia de real de la MCDQ es la ausencia de unos
criterios de diagnostico uniformes, asi como de protocolos estandarizados para su estudio

y seguimiento.

Se ha descrito el desarrollo de DVI e IC con practicamente todos los grupos
farmacologicos, administrados de forma aislada, en combinacién y/o asociados a

radioterapia (tabla 2).
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Tabla 2. Incidencia de disfuncion ventricular izquierda inducida por quimioterapia.

Modificado de Zamorano et al®.

Tratamiento quimioterapico Incidencia (%)
Antraciclinas (dosis dependiente)
Doxorrubicina (Adriamicina)
400mg/m? 3-5
550mg/m? 7-26
700mg/m? 18 - 48
Epirrubicina (>900mg/m?2) 5-18
Agentes alquilantes (ciclofosfamida) 7-28
Antimetabolitos (clofarabine, 5-fluouracilo,
capecitabina, citarabina) 2-27
Antimicrotubulos (docetaxel, paclitaxel) 23-8
Anticuerpos monoclonales
Trastuzumab 1.7-20.1*
Pertuzumab 0.7-1.2
Inhibidores de tirosina cinasa
Imatinib 0.2.-2.7
Sunitinib 2.7-19
Lapatinib 02-1.5
Sorafenib 4-8
Inhibidores de proteosomas
Bortezomib 2-5
Carfilzomib 11-25
Anti-mTOR
Everolimus, Sirolimus y Temsirolimus <1

*Cuando se administra de forma concomitante con antraciclinas y ciclofosfamida "
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Las antraciclinas (doxorrubicina, daunorrubicina, epirrubicina and idarrubicina) son unos
de los fArmacos antineoplésicos mas efectivos introducidos en los ultimos 50 afios, y hoy
en dia son ampliamente utilizados en el tratamiento de tumores sélidos como el de mama
y los sarcomas, asi como en tumores hematoldgicos, que incluyen el linfoma hodgkin y
no hodgkin y la leucemia aguda?. La cardiotoxicidad asociada al uso de antraciclinas fue
reconocida al poco tiempo de su introduccion y se convirtié en la principal limitacion
para el uso de estos farmacos®!3. En el afio 1979 se demostrd una incidencia de IC
congestiva del 2.2% tras el tratamiento con doxorrubicina. Von Hoff et al. también
objetivo una relacion directa entre la dosis acumulada de antraciclina recibida y el riesgo
de presentar cardiotoxicidad, con una incidencia del 3% en pacientes que recibieron una
dosis acumulada de 400mg/m?, que aument6 hasta un 7% y 18% con dosis de 550mg/m?
y 700mg/m? respectivamente?*. Afios después se confirmé una incidencia de IC
congestiva dosis dependiente, que aumentaba exponencialmente desde un 5% con una
dosis acumulada de 400mg/m? hasta un 48% con dosis de 700mg/m??°. En este estudio
también se observo una incidencia del 2% en pacientes con dosis acumuladas mas bajas
(<300mg/m?). En nifios tratados con dosis acumuladas de entre 180 - 240mg/m? se han
descrito tasas de cardiotoxicidad subclinica del 30% a largo plazo. 2° Recientemente el
grupo de Cardinale demostré una incidencia de cardiotoxicidad del 9% (definida como la
disminucién de la FEVI>10% hasta un valor menor de 50%) en una cohorte prospectiva
de 2625 pacientes tratados con esquemas que incluian antraciclinas, la mayoria
diagnosticadas dentro del primer afio de tratamiento, y asociadas con la dosis acumulada
de antraciclinas y con la FEVI al final de la quimioterapia?’. Como veremos mas adelante,
existen muchos factores que influyen en la variabilidad de la susceptibilidad individual a
las antraciclinas, por lo que en la practica clinica habitual no existe una dosis de

antraciclina que se pueda suponer como categéricamente segura.
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El trastuzumab es un anticuerpo monoclonal dirigido contra el receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2), que regula la reparacion y proliferacion
celular. ElHER?2 se encuentra sobre expresado en cerca del 30% de los canceres de mama,
lo que les confiere mayor agresividad, por tener mayor potencial de proliferacion y
metastasis. El uso de trastuzumab en el tratamiento del cancer de mama HER2-Positivo
ha disminuido de forma muy significativa las tasas de recurrencia y mortalidad®?%2°,
Desde su introduccion, la cardiotoxicidad ha sido reconocida como su efecto adverso mas
significativo y es mayor cuando se administra concomitantemente con antraciclinas®. La
incidencia de DVI es del 3% en pacientes tratados de forma exclusiva con trastuzumab,
aumenta al 5% cuando se administras tras haber recibido antraciclinas y llega hasta un
27% cuando se administran de forma conjunta!®. En un metaandlisis que incluy6 8
ensayos clinicos se observo que el riesgo de presentar IC era del 2.5% entre los pacientes
que recibieron esquemas de tratamiento antitumorales que incluian trastuzumab y del
0.4% en los que no lo contenian (RR 5.1)%. Por otra parte existe un porcentaje no
despreciable de pacientes en los que se objetiva un deterioro de la FEVI que no llega a
situarse por debajo del 50% y que no asocia sintomas de IC, cuyo significado a medio y

largo plazo es desconocido®3!.

Recientemente se han publicado registros que han empleado definiciones de
cardiotoxicidad mas amplias, en las que se incluye la medicion de biomarcadores, la
medida de la deformacién miocardica y la presencia de sintomas de IC. La incidencia de
MCDQ, definida estrictamente como la disminucion de la FEVI a un valor inferior al
50%, fue del 5.9% en el registro CARDIOTOX (estudio prospectivo de 865 pacientes
realizado en Espana) y del 19.4% en un andlisis retrospectivo de 535 pacientes valorados
en una unidad de cardio-oncologia durante 5 afios en un solo centro del Reino Unido!!-32,

Sin embargo, al incorporar otros marcadores de toxicidad miocérdica, la incidencia de
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cardiotoxicidad asociada con antraciclinas, anti-HER2 e inhibidores de tirosina cinasa
(ITC) fue del 75.8%, 69.8% y 62.1% respectivamente en la cohorte del Reino unido, y
del 37.5% en el registro CARDIOTOX, que incluy6 pacientes tratados con firmacos
antitumorales con riesgo conocido de cardiotoxicidad (Antraciclinas, anti-HER2, ITC o

esquemas combinados.

1.2.3 Mecanismos fisiopatoldgicos

Durante afos, la cardiotoxicidad por quimioterapia se ha clasificado en funcién del tipo
y la extension de dafio tisular provocado en el miocardio, asi como de su potencial
reversibilidad. La cardiotoxicidad tipo I, asociada con la exposicidn a antraciclinas, es
aquella en la que se produce un dafio en las células cardiacas que es dosis dependiente e
irreversible. La cardiotoxicidad del tipo 11, asociada al tratamiento con el trastuzumab,
no produce alteraciones ultraestructurales de los cardiomiocitos y es generalmente
reversible*34. Sin embargo, la evidencia cientifica ha demostrado que esta clasificacion
es mas bien artificial, pues los esquemas de quimioterapia empleados en la actualidad
incluyen varios grupos farmacologicos administrados de forma conjunta o secuencial y
el grado de reversibilidad es variable entre individuos. Hoy en dia, la MCDQ se considera
mas bien como el resultado final de la interaccion de varios mecanismos toxicos sobre el

tejido cardiaco.

Se reconocen varios mecanismos que explican el efecto cardiotoxico de las
antraciclinas®?. El mas cominmente aceptado es el de la cardiotoxicidad inducida por
estrés oxidativo, mediante la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO). El
miocardio es especialmente vulnerable al dafio mediado por las ERO, que dafian el 4cido

desoxirribonucleico (ADN), las proteinas y las membranas celulares lipidicas,
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conduciendo a la muerte de los cardiomiocitos. Ademas, las antraciclinas alteran el
metabolismo del hierro, que cataliza la produccion de ERO, conduciendo a una
acumulacion del mismo a nivel intracelular y potenciando su efecto cardiotoxico>-®.
Otro mecanismo que cobra cada vez mas relevancia es el mediado por la interaccion de
la doxorrubicina con la topoisomerasa-2f3 en el tejido cardiaco. Este complejo activa la
apoptosis de los cardiomiocitos mediada por la via del factor tumoral p53, inhibe la
sintesis de enzimas antioxidantes favoreciendo el estrés oxidativo y altera la funcion
mitocondrial®?3-¢, Otros mecanismos de MCDQ propuestos incluyen el dafio directo del
ADN mitocondrial, la destruccion de la estructura sarcomérica y la acumulacion de

metabolitos cardiotoxicos>®.

Los mecanismos fisiopatologicos que median la cardiotoxicidad de los anticuerpos
dirigidos contra el HER2 son diferentes. La unidn del trastuzumab al HER2 conduce a
una inhibicion de las vias de sefalizacion mediadas por los factores de crecimiento
epidérmico en las células cancerigenas. E1 HER2 también se expresa en la superficie de
los cardiomiocitos y tiene un papel esencial en su proteccion frente al estrés. Estas vias
de sefializacion son esenciales para la estimulacion de mecanismos de cardioproteccion
(hipertrofia de las células miocardicas, la resistencia a la apoptosis, la angiogénesis), de
reparacion y en definitiva para la supervivencia de estas células’** Por tanto, la
inhibicion del HER2 no conlleva la muerte celular como tal, sino que impide la activacion
de vias de reparacion y supervivencia del cardiomiocito, conduciendo a la aparicion de

disfuncidén miocardica.
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1.2.4 Factores de riesgo para la aparicion de MCDQ "

La predisposicion al desarrollo de MCDQ es multifactorial e incluye tanto factores
asociados al tratamiento antitumoral como al propio individuo (tabla 3)33. El principal
factor de riesgo que favorece la aparicion de MCDQ inducida por las antraciclinas es la
dosis acumulada de firmaco administrada. La asociacion de dosis superiores a 250
mg/m2 de doxorrubicina con la aparicion de MCDQ es consistente y los pacientes que
reciben dosis superiores se consideran de alto riesgo. También influye la forma de
administracion del farmaco (la infusidon continua tiene menor riesgo que la administracion
en bolos) asi como la formulacion (la forma liposomal es mas segura)®®. Otro factor de
riesgo importante es la edad. La poblacion pediatrica y los mayores de 60 afios son
especialmente vulnerables®3”. Cualquier condicion que incremente la susceptibilidad del
tejido miocardico incluyendo la presencia de una cardiopatia previa, la diabetes y la
hipertension arterial parecen incrementar el riesgo®*®. Finalmente, el uso combinado de
varios fArmacos quimioterapicos, asi como la administracion de radioterapia en el torax
aumentan el riesgo de desarrollar MCDQ independientemente de la dosis de antraciclinas

recibida.

El principal factor de riesgo para la aparicion de cardiotoxicidad secundaria a trastuzumab
es su administracion concomitante con antraciclinas. En la mayoria de los casos el
trastuzumab se administra a pacientes que ya han recibido antraciclinas, en los que se ha
producido muerte de células miocérdicas y al perder su capacidad de recuperacion, se
perpetua el dafio miocérdico. La vulnerabilidad del miocardio es mayor si se administran
los dos farmacos en un corto margen de tiempo®*. Otros factores de riesgo reconocidos
incluyen las comorbilidades pre-existentes como la hipertension arterial, la edad

avanzada y una FEVI deprimida antes de iniciar el tratamiento®.
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Tabla 3. Factores de riesgo asociados con la miocardiopatia por quimioterapia. "

Factores de riesgo

Asociados al tratamiento antitumoral

Dosis acumulada de farmacos

Uso concomitante o sucesivo de varios farmacos cardiotoxicos
Administracion de radioterapia sobre el torax previa o de forma concomitante

Asociados al paciente
Consumo de alcohol y tabaco
Edad (poblacion pediatrica o > 60 afios)

Sexo femenino

Comorbilidades preexistentes (enfermedad cardiovascular, diabetes, dislipemia, enfermedad
renal crénica, etc)

Factores genéticos

A pesar de que conocemos un gran nimero de factores de riesgo asociados con el riesgo
de desarrollar MCDQ e IC, en algunos casos, su aparicion no parece explicarse
exclusivamente por los factores de riesgo establecidos, lo que sugiere que existen otros

factores no identificados responsables de la variabilidad en la susceptibilidad individual.

Estudios recientes han dirigido su atencion a la busqueda de marcadores genéticos que
junto con los factores de riesgo clasicos establecidos, permitan predecir qué pacientes
desarrollaran MCDAQ tras recibir su tratamiento antitumoral. Se han identificado variantes
genéticas subyacentes a practicamente todos los mecanismos fisiopatologicos que
intervienen en la toxicidad mediada por antraciclinas. Se han descrito polimorfismos en
genes que conducen a un exceso de formacion de ERO y topoisomerasa 2f3, que alteran

el transporte y metabolismo de las antraciclinas favoreciendo la acumulacion de
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metabolitos cardiotoxicos en el interior de los cardiomiocitos, o que alteran la
codificacion de las proteinas del sarcomero miocardico y conducen a una funcion
miocardica deficiente*®. Sin embargo, hoy en dia no existe evidencia suficiente que
permita utilizar estos marcadores genéticos en la estratificacion del riesgo de desarrollo

de MCDAQ antes de iniciar el tratamiento antitumoral.

Dado el creciente numero de pacientes que necesitaran tratamiento antitumoral, junto con
la aparicion constante de nuevos tratamientos y esquemas terapéuticos, la identificacion
de los pacientes que potencialmente tienen mayor riesgo de desarrollar una MCDQ es

una de las prioridades de la investigacion en los campos de la cardiologia y la oncologia.

1.2.5 Prevencion y tratamiento de la MCDQ

Se recomienda que los pacientes con cancer que presenten enfermedades
cardiovasculares establecidas, mal control de factores de riesgo cardiovascular o que han
sido expuestos previamente a antraciclinas, asi como aquellos que deban recibir dosis
acumuladas de antraciclinas por encima de las dosis consideradas seguras (>250-300
mg/m? de doxorrubicina o equivalente) sean valorados de forma individualizada,

3240 Existen varias

preferiblemente en una unidad especifica de cardio-oncologia
opciones preventivas para estos pacientes que incluyen la seleccion de un régimen de
tratamiento que no incluya tratamientos con efecto cardiotoxico, el uso de formulaciones
de antraciclinas menos toxicas (ej. doxorrubicina liposomal), dosis mas bajas y/o la
administracion de fAirmacos cardioprotectores. El control estricto de los factores de riesgo
cardiovascular, asi como el tratamiento de las comorbilidades preexistentes es
fundamental, y debe garantizarse antes de iniciar cualquier tratamiento con
quimioterapia.
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Entre los farmacos cardioprotectores para prevenir el desarrollo de MCDQ se incluyen
los medicamentos usados en la practica clinica habitual en el tratamiento de la DVI e IC:
los betabloqueantes (B-bloqueante), los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECA) y los antagonistas de los receptores de angiotensina (ARA)*. La
eficacia de estos farmacos administrados de forma profilactica es una de las areas de
investigacion con mayor interés en la actualidad. La administracion precoz de enalapril
(IECA) a pacientes que presentaban una elevacion de los valores de troponina I tras un
tratamiento con altas dosis de quimioterapia ha demostrado prevenir el desarrollo de DVI
42 En esta misma linea, su administracion combinada con carvedilol (B-bloqueante) antes
del tratamiento con altas dosis de antraciclinas también ha demostrado evitar la caida en
la FEVI®. El tratamiento con candesartin (ARA) de forma paralela al tratamiento
antitumoral a pacientes con cancer de mama se asoci6 con una caida menos pronunciada
de la FEVI comparado con placebo. Sin embargo, en este mismo estudio no se observo
ningun efecto cardioprotector con la administracion de metoprolol (B-bloqueante)**.
Recientemente, en un estudio prospectivo, la administracion de carvedilol de forma
concomitante al tratamiento con dosis estandar de antraciclinas no tuvo ningun impacto
en la incidencia de DVI, aunque si se observé una reduccion significativa en los valores
de troponina y de la incidencia de disfuncion diastolica en los pacientes con tratamiento®.
Tras muchos resultados controvertidos, la utilidad de estos farmacos asi como la
poblacion que realmente se beneficiaria de su administracion de forma profilactica no

esta definida, y no existen recomendaciones firmes sobre su uso en este momento®?.

El dexrazoxano, un agente quelante del hierro a nivel intracelular, es otro agente

cardioprotector que ha demostrado disminuir significativamente el riesgo de IC asociado
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a antraciclinas®. Sin embargo, su efecto en el prondstico del cancer sigue siendo
controvertido, por lo que en la actualidad su uso solo esta recomendado en adultos con
cancer de mama metastasico que hayan recibido dosis de doxorrubicina superiores a los

300 mg/m2 y se beneficien de continuar el tratamiento con antraciclinas®®,

Una vez instaurada la MCDQ se debe considerar el inicio de uno o varios de los
medicamentos recomendados por las guias de préctica clinica para el tratamiento de la
DVI e IC*!. Si se presenta durante el tratamiento con quimioterapia, se debe valorar de
forma individualizada la necesidad y duracion de cualquier interrupcion del mismo?2. En
relacion con el tratamiento farmacolédgico la evidencia en este subgrupo de pacientes es
escasa, pues estos pacientes han sido tradicionalmente excluidos de los grandes ensayos
que evaluaron la eficacia de los IECA, ARA y B-bloqueantes en pacientes con DVI e IC.
La administracién de enalapril y carvedilol en pacientes con MCDQ establecida (FEVI
<45%) se ha asociado con recuperacion de la FEVI entre aquellos pacientes con
diagnostico precoz y pronta instauracion del tratamiento (antes de los 6 meses)®!%47,
Recientemente se ha incluido el sacubitril/valsartan dentro del arsenal terapéutico de la
IC con fraccion de eyeccion reducida®®. Su uso se ha asociado a una disminucion en las
tasas de mortalidad y hospitalizacion por IC en pacientes con FEVI reducida de varias
etiologias. Un reporte de 10 casos de pacientes con MCDQ evaluados mediante RMC ha
demostrado una mejoria en los valores de FEVI, una reducciéon de los volumenes del
ventriculo izquierdo (VI) asi como una mejoria en la clase funcional de la NYHA en
pacientes tratados con sacubitril/valsartan, independientemente de la dosis recibida®.

Estos resultados apoyan la importancia del tratamiento neurohormonal especifico dirigido

a la IC en la prevencion y tratamiento de la MCDQ.
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Finalmente, cuando se considera la re exposicion de un paciente con MCDQ a un fArmaco
que le ha producido previamente cardiotoxicidad, debe valorarse la relacion riesgo
beneficio y se recomienda el tratamiento con los farmacos especificos de IC (IECA, (-

bloqueante y/o ARA)?.

1.3 Miocardiopatia dilatada

1.3.1 Concepto y epidemiologia

Las miocardiopatias son un grupo heterogéneo de entidades en las que el musculo
cardiaco tiene una estructura y funcionamiento anormal®*>!, Se clasifican en funcion de
su fenotipo morfolégico y funcional en miocardiopatia hipertréfica (MCH),
miocardiopatia dilatada (MCD), miocardiopatia arritmogénica (MCA), miocardiopatia

restrictiva (MCR) y miocardiopatia no compactada (MCDNC)>2%3,

La MCD se caracteriza por la presencia de una dilatacion del VI o biventricular junto con
una FEVI<50% en ausencia de condiciones de sobrecarga ventricular (hipertension,
valvulopatia significativa) o enfermedad coronaria que justifique el grado de disfuncion
ventricular®*, La MCD es la segunda causa mas comun de IC (después de la cardiopatia
isquémica), afecta principalmente a adultos jovenes y es la primera causa de trasplante

cardiaco en el mundo®.

La prevalencia de la MCD es dificil de conocer pues historicamente se han empleado
diferentes criterios para definirla. En la década de los 90 se reportaba una incidencia anual
de MCD que variaba entre los 5 y 8 casos por cada 100.000 habitantes, y se reconocia

que estas cifras infraestimaban su verdadera incidencia pues no tenian en cuenta los casos
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de MCD asintomatica®®. Recientemente en el registro europeo de miocardiopatias se
observd que la MCD representaba cerca del 40% de todas las miocardiopatias atendidas
en centros de miocardiopatias, lo que sugiere que la prevalencia de MCD en Europa es
significativamente mayor y similar a la descrita para la MCH, y podria ser tan alta como

de 1 de cada 250 individuos®”-8.

1.3.2  Diagnostico de MCD

El diagnostico de MCD se basa en la aparicion de una dilatacion del VI, asociada a una
disminucioén de la contractilidad miocardica, que puede o no estar asociada a dilatacion y

disfuncidn del ventriculo derecho.

Se deben cumplir dos criterios para establecer el diagndstico de MCD >4

(1) Dilataciéon del VI, definida como la presencia de un diametro o volumen
telediastolico del VI (DTDVI o VTDVI) 2 desviaciones estandar por encima de
lo previsto por normogramas (Z score > 2 desviacion estandar) ajustado por

superficie corporal y edad, o superficie corporal y sexo.

(2) Disfuncion sistolica del VI, que se define como la disminucion de la FEVI,
medida usando cualquier modalidad y demostrada por dos técnicas de imagen
diferentes o en dos ocasiones distintas con la misma técnica de imagen,

preferiblemente ecocardiografia o resonancia magnética cardiaca.

El mayor conocimiento de la historia natural de la MCD ha permitido reconocer estadios
precoces de la enfermedad, considerados como preclinicos. Desde el afio 2016, se ha

empleado el termino de miocardiopatia hipoquinética no dilatada, para incluir a aquellos
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individuos que presentan DVI (FEVI <45%), pero no cumplen los criterios de dilatacion
ventricular. Esto es especialmente importante cuando nos enfrentamos al estudio de
familiares de pacientes con MCD en los que se sospecha una causa genética subyacente.
Asi, se han propuesto tres nuevas categorias diagnosticas que tienen en cuenta tanto la
presencia de mutaciones patogénicas en genes asociados con MCD como los hallazgos

que pueden considerarse sugestivos de MCD>* (figura 3).

Figura 3. Descripcion del espectro clinico de la miocardiopatia dilatada. Tomado de

Pinto et al**.
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En la practica clinica, se recomienda un abordaje sistematico de los pacientes con MCD
con el fin de descartar en primer lugar las causas mas frecuentes, asi como de identificar
“pistas diagnoésticas” que puedan sugerir etiologias especificas y guiar la seleccion de
pruebas diagnosticas adicionales. Ademas de una historia clinica completa, evaluacion de

sintomas y exploracion fisica, el estudio de un paciente con MCD debe incluir’!-34>:

- Descartar una historia de hipertension arterial mal controlada.

- Indagar sobre el consumo cronico de alcohol, asi como exposiciones previas a
farmacos con efecto cardiotoxico como los farmacos antitumorales, entre otros.

- Realizar un electrocardiograma (ECG) para descartar trastornos de la conduccion
auriculo-ventricular, alteraciones de la repolarizacion y de los voltajes, arritmias
supraventriculares o ventriculares sostenidas.

- Excluir enfermedad arterial coronaria en todos los pacientes mayores de 35 afios,
o en menores de 35 afios si hay factores de riesgo o antecedentes familiares de
cardiopatia isquémica precoz.

- Andlisis de laboratorio que debe incluir creatina quinasa (CK), funcion renal,
analisis de orina con proteinuria, pruebas de funcion hepatica, hemoglobina y
recuento de gldbulos blancos, hierro sérico, ferritina, calcio, fosforo, péptidos
natriuréticos y hormona estimulante de la tiroides. Si se sospecha, es importante
descartar déficits nutricionales.

- La RMC es util para analizar de forma mas objetiva las dimensiones y la funcion
ventricular, asi como para caracterizar el tejido miocardico. Puede ayudar a la
evaluacion etioldgica a través de la deteccion de edema miocardico (por ejemplo,
en la miocarditis activa o sarcoidosis cardiaca), y el analisis de la distribucion del
realce de gadolinio (por ejemplo, en la distrofia muscular, la miocardiopatia

inflamatoria, la sarcoidosis o la enfermedad de Chagas).
48 "



- En pacientes con sospecha de cardiopatia de origen inflamatorio (miocarditis,
sarcoidosis cardiaca) se recomienda la realizaciéon de biopsia endomiocardica
(BEM). También se debe considerar la BEM cuando hay sospecha clinica de

enfermedades metabdlicas o de deposito.

1.3.3 Causas de MCD

En lineas generales se acepta que existen dos causas de MCD: las causas genéticas y las
no genéticas (tabla 4). El término de MCD idiopatica puede ser empleado tras excluir una

gran variedad de potenciales causas de disfuncion/dilatacion ventricular.

Causas no genéticas de MCD

Entre las causas no genéticas de MCD destaca la miocarditis, una enfermedad
inflamatoria del tejido miocardico caracterizada por la evidencia histoldgica de un
infiltrado inflamatorio asociado con necrosis de cardiomiocitos. En la mayoria de los
casos la causa es una infeccion virica. El diagnostico de miocarditis se establece basado
en la sospecha clinica y pruebas no invasivas, reservandose la realizacion de una BEM
para casos seleccionados en centros con experiencia. Si bien la miocarditis puede ser un
proceso reversible, entre un 14% y 52% de casos demostrados mediante BEM progresan
a MCD>*%°, Otras causas infecciosas de MCD tienen una distribucion geografica, como
la MCD asociada al virus de inmunodeficiencia humana en Africa y la enfermedad de
Chagas (infeccion por Tripanosoma cruzi) en América del Sur. También puede
desarrollarse una MCD en el seno de enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso
sistémico, artritis reumatoide), enfermedades sistémicas (sarcoidosis) y endocrino-

metabolicas (hipertiroidismo).
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Tabla 4. Causas de miocardiopatia dilatada. Adaptada de Pinto et al. y de Japp et al. >*>°.

Grupo Subtipo de MCD o agente causal

De origen no genético

Farmacos Antitumorales (antraciclinas, antiHER2, agentes alquilantes)
Psiquiatricos (clozapina, olanzapina, litio, risperidona)
Otros (cloroquina, agentes anti-retrovirales)

Toxicos Alcohol, cocaina, anfetaminas.
Sobrecarga férrica (transfusiones, hemocromatosis)

Otros (cobalto, arsénico, esteroides androgénicos)

Déficits nutricionales Déficit de selenio, tiamina (Beriberi), zinc, cobre
Alteraciones electroliticas Hipocalcemia e hipofosfatemia
Endocrinologico Hipo e hipertiroidismo; Enfermedad de Cushing / Addison

Feocromocitoma, Acromegalia, Diabetes mellitus

Infecciosas
Virales (VIH), bacterianas (enfermedad de Lyme), micobacterias,
hongos y parasitos (E. de Chagas)
Autoinmunes
Organoespecificas Miocarditis de células gigantes, MCD inflamatoria

No organoespecificas Polimiositis/dermatomiositis, Sindrome de Churg Strauss,
granulomatosis de Wegener, lupus eritematoso sistémico, sarcoidosis

De origen genético

Principales genes asociados  Titina (77N), Lamina A/C (LMNA)
con MCD Cadena pesada de la miosina (MYH?7)
Proteina C de union a miosina (MYBPC3)
Proteina ligadora de ARN 20 (RBM20)
Subunidad alfa del canal de sodio dependiente de voltaje (SCN5A)

Regulador de la actividad chaperona de la familia de proteinas
BAG (BAG3)

Fosfolambano (PLN), Miopaladina (MYPN)
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Enfermedades
neuromusculares

Enfermedades sindromicas

Otras formas de MCD

Taquimiocardiopatia

MCD periparto

Distrofinopatias (DMD), Distrofia mioténica de Steinert (MD)

Enfermedades mitrocondriales (H. Mitocondrial)
Tafazina (Ligado a X)

Arritmias supraventriculars o ventriculares no controladas

Embarazo

51 "




El desarrollo de MCD también se ha descrito como consecuencia de la exposicion a varias "
sustancias con efecto cardiotdxico directo. El consumo crénico y regular de alcohol (al
menos 80 g/dias durante mas de 5 afios) se asocia al desarrollo de MCD®'"%2, La
administraciéon de farmacos antineoplésicos, fundamentalmente las antraciclinas y el
trastuzumab, puede producir MCD como complicaciéon. Otra forma de MCD es la
miocardiopatia periparto, una forma de MCD que se instaura hacia el final del embarazo
o durante el primer mes tras el parto. Se caracteriza por la aparicion de signos y sintomas
de IC junto con evidencia de una FEVI <45% y se asocia a una morbimortalidad

elevada®.

Causas genéticas de MCD

Una vez excluidas las causas conocidas de MCD, se deberia considerar la participacion
de factores genéticos. Desde principios de los afos 70 ya se reconocia la presencia de
agrupacion familiar en varios casos de MCD idiopatica, lo que sugeria la participacion de
factores hereditarios en el desarrollo de esta entidad®-%¢. Antes de la incorporacion de los
estudios de genética molecular, el estudio ecocardiografico de los familiares en pacientes
con MCD identificaba agregacion familiar en el 20-30% de los casos®>¢"-%%, En los afios
90, se describid por primera vez una mutacion tipo missense en el gen de la distrofina
(DMD) como causa de una forma de MCD con herencia ligada al cromosoma X%. De
forma paralela, se describi6 la primera forma de MCD familiar secundaria a una
mutacion missense en el gen de la actina (ACTC)’°. Posteriormente, la realizacion de
estudios genéticos en pacientes con MCD idiopatica esporadica, es decir, sin agrupacion
familiar, demostrd una proporcion de mutaciones genéticas similar a la observada entre

los pacientes con MCD familiar’!, hallazgos que han sido confirmados en grandes
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cohortes de pacientes no emparentados entre si’>’?, En la actualidad, la realizacion de un
estudio genético en un paciente con MCD resulta en la identificacion de una causa
genética en aproximadamente el 15-25% de los casos esporadicos y en hasta el 20-40%

de los casos con MCD familiar’+7,

Los genes asociados con la MCD codifican un grupo heterogéneo de proteinas esenciales
para la arquitectura y el correcto funcionamiento de las células cardiacas, por lo que los
mecanismos fisiopatologicos que conducen al desarrollo de la MCD son diversos (figura
4). La mayoria de las formas genéticas de MCD tienen un patron de herencia autosdémico
dominante con una expresividad variable y una penetrancia incompleta. También se han
descrito formas con herencia autosémica recesiva, ligadas al cromosoma X y con patron
de herencia mitocondrial. Aunque se han descrito variantes asociadas a MCD en mas de
50 genes, existe una evidencia mas solida en un subgrupo de genes (77N, DSP, MYH?7,
LMNA, BAG3, TNNT2, RBM20, FLNC, TNNCI, PLN, ACTCI, NEXN, TPM1 y VCL),
que son los mas frecuentemente alterados®>7>76,Otros genes en los que se han identificado
mutaciones incluyen los que codifican las proteinas del citoesqueleto, de los canales de
calcio y potasio, de la membrana nuclear y de las uniones intercelulares. En la tabla 5 se
enumeran los genes asociados con MCD y la prevalencia estimada de mutaciones en ellos

en pacientes con MCD.
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Figura 4. Genes asociados con el desarrollo de miocardiopatia dilatada. Codifican una
gran variedad de proteinas y se localizan en diferentes zonas de la célula miocardica.

Tomado de Hershberger et al.*%.
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Tabla 5. Genes asociados con miocardiopatia dilatada®®>%7>. En negrita los genes mas

frecuentemente alterados.

Frecuencia estimada

Proteina Funcion en pacientes con
MCD
Sarcomero
MYH7 Cadena pesada de la beta miosina  Contracciéon muscular 4-10%
ACTC1 Actina Contraccion muscular <1%
Transmision de la fuerza
ACTN2 Alfa actinina 2 contractil e integridad de la 1%
estructura
TNNT2 Troponina T Contraccion muscular 2-3%
MYBPC3 Proteina C de union a la miosina ~ Contraccién muscular 2%
TNNI3 Troponina I Contraccion muscular <1%
TNNCI Troponina C Contraccion muscular <1%
TPM1 Tropomiosina Contraccion muscular <1%
MYH6 Cadena pesada de miosina 6 Contraccion muscular 4%
MYPN Miopaladina Forma parte del disco Z 3-4%
TTN Titina Integridad del sarcomero 12-25%
Dominio 1 de repeticion de Interaccion del complejo
ANKRDI ankirina miopaladina/titina N/A
Proteina 3 rica en cisteina y Forma parte del disco Z;
CSRP3 glicina sensor de estiramiento <1%
TCAP Teletonina Forma parte del disco Z 1%
MYL2 Ca}dep a ligera reguladora de la Contraccion muscular <1%
miosina 2
MYL3 Polipéptido ligero de la miosina3  Contraccién muscular <1%
Regulador de la actividad .
1 Forma parte del disco Z;
BAG3 chap erona de la familia de estabilidad del sarcomero 3%
proteinas BAG
Citoesqueleto
FLNC Filamina C Anclaje del sarcomero al 2-4%,

citoesqueleto

55 n



DMD

LAMA?2
LAMA4
LDB3

SGCD

VCL

FKRP

FKTN

CAV3

ILK

PDLIM3

Distrofina

Laminina alfa 2

Laminina alfa 4

Proteina 3 de unidn al dominio
LIM

Deltasarcoglucano

Vinculina

Proteina relacionada a la fukutina

Fukutina

Caveolina 3

Proteincinasa unida a la integrina

Proteina con dominio PDZ y
LIM3

Membrana nuclear

LMNA

TMPO

EMD

TMEMA43

Lamina A/C

Timopoyetina

Emerina

Proteina transmembrana 43

Reticulo sarcoplasmico

PLN

Fosfolambano
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Transmision de la fuerza
contractil

Proteinas del MEC

Proteinas del MEC

Arquitectura del
citoesqueleto; union
proteinas de la membrana

Transmision de la fuerza
contractil

Estructura sarcomero; discos
intercalados

Transmision de la fuerza
contractil e integridad de la
estructura

Transmision de la fuerza
contractil e integridad de la
estructura

Transmision de la fuerza
contractil e integridad de la
estructura

Serina-teonina cinasa
intracelular; interactiia con
las integrinas

Proteina del citoesqueleto

Estabilidad de la membrana
interna nuclear; regulacion
de la expresion génica

Estabilidad de la membrana
nuclear

Uniédn del nucleo con el
citoesqueleto

Estabilidad de la membrana
nuclear

Regulador del calcio en el
reticulo sarcopldsmico;
inhibe la bomba SERCA2

N/A

<1%
<1%
1%

<1%

1%

N/A

N/A

N/A

<1%

<1%

4-6%

1%

1%"



RYR2

Desmosomas

DES

DSP
PKP2
DSG2
DSC2
JUP

Canales ionicos

SCNS5A

ABCCY

Nucleo

FOXD4

RBM20

TBX20

Receptor de rianodina

Desmina

Desmoplaquina
Placofilina
Desmogleina
Desmocolina

Placoglobina

Subunidad alfa del canal de sodio

dependiente de voltaje

Gen para el casete de union a
adenosina trifosfato, miembro 9 de

la subfamilia C

Factor de transcripcion nuclear

FOXD4

Proteina ligadora de ARN 20

Factor transcriptor TBX20

Matriz extracelular

LAMA?2

LAMA4

Mitocondrias

TAZ

Otros

LAMP?

Laminina alfa 2

Laminina alfa 4

Tafazina

Proteina de membrana asociada al

lisosoma 2

Regulador del calcio en el
reticulo sarcopldsmico

Adhesion celular;
transmision de fuerza
contractil

Adhesion celular
Adhesion celular
Adhesion celular
Adhesion celular

Adhesion celular

Control del flujo de sodio

Regulacion de canal de K

Cofactor de transmision

Proteina ligadora de RNA
del spliceosoma

Cofactor de transmision

Adhesion celular y
seflalizacion

Adhesion celular y
seflalizacion

Metabolismo de la
cardiolipina

Proteina transportadora
lisosomal

N/A

<1%

3-4%
<1%
N/A
N/A
N/A

2-3%

<1%

N/A

2-5%

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A




1.3.4 Estudio genético en la miocardiopatia dilatada: evolucién, rendimiento e "

interpretacion.

En los ultimos afios ha habido un gran interés por comprender los mecanismos
fisiopatologicos subyacentes al desarrollo de la MCD, con el fin de establecer su historia
natural, estratificar el riesgo de progresion y desarrollar nuevas estrategias diagndsticas y
terapéuticas que puedan tener impacto en el manejo y el pronostico de los pacientes con
MCD. Uno de los campos con mayor avance es el estudio de sus bases genéticas y la
asociacion entre el genotipo (tipo de mutacion y gen responsable) y el fenotipo (desarrollo
y severidad de la MCD resultante). En las tltimas décadas, se han producido
impresionantes avances tecnologicos en el campo de la genética molecular, se han llevado
a cabo grandes estudios multicéntricos y poblacionales, y se ha introducido el estudio
genético en la practica clinica como una herramienta de diagnostico y estatificacion

prondstica’’ %,

Inicialmente, los estudios genéticos se dirigian a la evaluacion de un solo gen candidato
que era seleccionado por su funcion. Se buscaban cambios que conducian a una proteina
defectuosa o ausente y que no se observaban en individuos sanos. A finales de los afios
90, Fatkin et al. estudi6 el gen que codifica la proteina Lamina (LMNA) en 11 familias
con MCD con herencia autosomica dominante y trastornos de la conduccion cardiaca,
identificando 5 mutaciones tipo missense en este gen ®!. En afios posteriores los estudios
genéticos se realizaban mediante la técnica de secuenciacién Sanger, que permitia el
analisis so6lo de un numero limitado de genes, empleando un tiempo prolongado y con un

precio elevado. Con esta técnica se logré identificar una mutacion causal en cerca del
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20% de los pacientes de varias cohortes de MCD, siendo las mutaciones en LMNA y en

los genes sarcoméricos las mas frecuentemente identificadas®? 5.

El analisis de un panel que incluyera un mayor numero de genes y que pudiera resultar
en una mayor sensibilidad no fue posible hasta la implementacion de las técnicas de
secuenciacion masiva (Next generation Sequencing, NGS)"*%. EI NGS es una técnica de
secuenciacion de ADN de alto rendimiento, con la que se puede analizar de forma
simultanea docenas de genes, incluyendo genes de gran tamafio, en un corto periodo de
tiempo y a un menor costo. E1 NGS permitié demostrar el papel del gen sarcomérico que
codifica la titina (77N) en la patogénesis de la MCD, considerado como el mayor avance
en el estudio de la MCD hasta la actualidad’>¥’. Asi, un estudio con NGS puede
identificar de forma simultinea mutaciones en genes poco frecuentes (1-8%) y
mutaciones en 77N (25%) por lo que ofrece una tasa de deteccion de mutaciones mayor
del 40% en los pacientes con MCD. El estudio de cohortes seleccionadas de pacientes
con NGS ha permitido identificar mas de 60 genes y mas de mil mutaciones asociadas al
desarrollo de distintas formas de miocardiopatias’*7>%8, En el campo de la investigacion,
el NGS se ha utilizado para secuenciar todo el exoma humano, que es la porcion del
genoma que codifica todas las proteinas del cuerpo. Este abordaje ha permitido identificar
genes nuevos que participan en formas hereditarias de MCD como el GATADI vy el

BAG3%0,

Los paneles de genes empleados en el estudio genético han experimentado una dramatica
expansion en los ultimos afios. Han pasado de testar solo 5 genes (MHY7, MYBPC(C3,

TNNT2, TNNI3 y TPMI) a mas de 40 genes asociados con MCD y con otras
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miocardiopatias (MCH, MAVD, MCR, MCDNC), siendo el gen de la TTN el que cuenta "
con la tasa de deteccion mas alta entre todos los genes asociados a MCD. La sensibilidad
de los paneles aumenta a medida que se analiza un mayor niimero de genes, como
demostré un estudio que incluyd un total de 766 pacientes con MCD no emparentados
entre si, en el que el rendimiento del estudio genético pas6 de un 10% a un 37% al usar
un panel de 10 y de 46 genes respectivamente, aunque con un tasa significativamente

mayor de variantes de significado incierto (VSI)7.

El NGS también ha permitido realizar estudios a nivel poblacional para conocer la
heterogeneidad genética de los individuos sanos. Estos datos facilitan la capacidad de
distinguir una variante verdaderamente patogénica de una variante rara pero presente en
un porcentaje pequefio de la poblacion general. Ademas, estos datos han alimentado
grandes bases de datos genéticos de acceso publico que han contribuido a mejorar la
interpretacion de los resultados®>°%7>. Una de estas bases de datos es la del Consorcio de
Agregacion de Exome (EXAC, en sus siglas en inglés)’!. Este catalogo genético incluye
las frecuencias individuales de todas las variantes identificadas tras el andlisis de los
exomas de mas de 60,000 personas de diversas poblaciones sin MCD conocida y lo pone
a disposicion de los investigadores basicos y clinicos. Asi, la frecuencia de una variante
en el EXAC proporciona un punto de referencia para determinar si una variante en un gen
particular es lo suficientemente rara como para ser la causa de una enfermedad. Otras
bases de datos genéticos de acceso publico incluyen la del Proyecto de Secuenciacion del
Exoma del Instituto Nacional del Corazon, Pulmon y Sangre de Estados Unidos (NHLBI,
en sus siglas en inglés)*? y el Proyecto 1000 Genomas®. El analisis de la variabilidad

genética en un numero tan elevado de personas ha permitido observar que algunas

variantes muy raras que habian sido consideradas como responsables de enfermedades,
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se observan con mayor frecuencia de la esperada al estudiar la poblacion general y se han

reclasificadas como VSI o incluso como variantes benignas’#%+-%,

Esta expansion en el nimero de genes y en el acceso a los estudios genéticos en la practica
clinica lleva aparejada la identificacion de un gran numero de variantes genéticas, muchas
de ellas sin un significado claro, que deben ser analizadas rigurosamente e interpretadas
de forma cuidadosa por profesionales expertos. Dada la complejidad en la interpretacion
de los resultados y sus importantes implicaciones, el Colegio Americano de Genética y
Genomica Médica y la Asociacion de Patologia Molecular (ACMG-AMP por sus siglas
en inglés) ha establecido unos criterios para establecer la patogenicidad de las variantes
genéticas.”” Entre los criterios necesarios para clasificar una variante genética como
variante patogénica (VP) o variante probablemente patogénica (VPP) se incluyen que la
variante afecte a un gen relacionado con la enfermedad y conduzca a una pérdida
completa o parcial de la proteina que codifica, que el efecto lesivo de la variante sea
demostrado mediante estudios funcionales in vitro o in vivo, que la variante sea
extremadamente rara, esto es, que tengan una MAF (frecuencia del alelo menor) <1 X
104,% y que la variante cosegregue con la enfermedad en multiples miembros de una
familia, esto es, que se demuestre su presencia en varios familiares afectos de la
enfermedad y su ausencia en los miembros sanos. Todas las variantes que no cumplen

con estos estandares rigurosos se deben clasificar como VSI (tabla 6).
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Tabla 6. Clasificacion de las variantes identificadas en un estudio genético. Adaptado

de Burke et al.>2.

Tipo de variantes Definicion

Patogénica Variantes con una frecuencia muy baja en la poblacion
(MAF <0.02%) y con fuerte evidencia de
cosegregacion con el fenotipo, conservacion a través de
las especies o evidencia en estudios funcionales

Probablemente Variantes con una frecuencia muy baja en la poblacion
(MAF <0.02%), pero con una evidencia de
cosegregacion mas débil o evidencia limitada en
estudios funcionales

patogénica

Variante de significado  Variantes con evidencia limitada de cosegregacion,
incierto evidencia de estudios funcionales escasa o
contradictoria, conservacion variable a través de las
especies

Probablemente benigna  Variante identificada con baja frecuencia en la
poblacion general (MAF>0.3%) y no conservada entre
especies.

Benigna Variante identificada con una frecuencia moderada en
la poblacion general (MAF>1%)

MAF, frecuencia del alelo menor

En términos generales, un estudio genético puede dar lugar a 5 tipos de resultados

diferentes>->%:

(1) identificacion de una VP, en cuyo caso se confirma el diagnostico de MCD de origen

genético y permite ofrecer estudio en cascada a los familiares del paciente.

(2) identificacion de una VPP que, si bien apoya el diagnostico, precisa de otras
evidencias que den soporte a la patogenicidad de la variante, como demostrar

cosegregacion familiar o identificar la misma variante en otro individuo con MCD.
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(3) identificacion de una VSI, es decir, una variante sobre la que no hay informacion
concluyente que permita definirla como patogénica o como una variante rara no asociado

con la enfermedad. Hoy en dia estas variantes no tienen utilidad diagnoéstica.

(4) identificacion de una variante benigna, en la que se encuentra una variante que no esta

asociada con la enfermedad y que puede estar presente en la poblacion general.

(5) resultado negativo.

Es importante destacar que la identificacion de una variante benigna o un resultado
negativo no descarta el origen genético del cuadro, pues el defecto podria encontrarse en
un gen o fragmento del mismo no incluido en el panel analizado, o en un gen que no ha

sido descrito hasta la fecha.

1.3.5 Indicacion de la realizacion de un estudio genético

De acuerdo con las recomendaciones que se siguen en la practica clinica, tras el
diagnoéstico de MCD idiopatica es importante determinar si se trata de una MCD
esporadica o familiar. Con este fin, se debe indagar de forma estructurada sobre la historia
familiar y elaborar un arbol familiar que incluya al menos tres generaciones’®%. Se
considera una MCD como familiar cuando dos o mas miembros de la misma familia
cumplen los criterios de MCD o cuando el paciente indice (probando) cumple los criterios
de MCD y un familiar de primer grado ha experimentado una muerte subita (MS) cardiaca
antes de los 35 afios”. Debido a las limitaciones inherentes a la realizacion del arbol
familiar, asi como a la penetrancia incompleta y expresion heterogénea de la MCD
incluso en los miembros de una misma familia, las guias de practica clinica recomiendan

el estudio clinico dirigido a los familiares de primer grado de un paciente con MCD
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idiopatica, que incluya ECG y ecocardiograma, pues puede llevar al diagnostico de MCD

familiar hasta en el 20-35% de los casos’.

La indicacion de un estudio genético dirigido a identificar la mutacidon causal en un
individuo con MCD familiar estd hoy en dia claramente establecida’?%. Sin embargo,
en los casos de MCD idiopatica esporadica la indicacion de estudio genético sigue siendo
controvertida. Las guias de practica clinica de las sociedades europea y americana de
cardiologia no recomiendan el estudio genético sistematico en los pacientes con MCD
idiopatica esporadica, salvo si presentan otros hallazgos clinicos particulares que orienten
hacia una etiologia genética especifica como trastornos de la conduccion, debilidad
muscular o valores de CK elevados en analitica o historia familiar de MS°7>%, Por su
parte, las guias del Colegio Americano de Genética y Gendomica Médica (ACMG, por sus
siglas en inglés) recomiendan testar en general a los individuos con MCD esporédica y
ponen en valor la utilidad de su resultado para ofrecer el estudio en cascada de los
familiares en riesgo’>%. En la actualidad, el interés creciente de los clinicos por entender
los mecanismos genéticos de la MCD, asi como la mayor disponibilidad de estudios
genéticos que permiten estudiar paneles grandes de genes en un corto periodo de tiempo
y a un menor costo, favorece la realizacion de estudios genéticos en todos los pacientes
con MCD idiopatica, lo cual resultard en una mayor deteccion de mutaciones causales

tanto en casos familiares como esporadicos!®.
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1.3.6 Titina "

La titina es la proteina mas grande del cuerpo humano y la tercera proteina mas abundante
del musculo estriado, cardiaco y esquelético. Se localiza en el interior de los sarcomeros
y se encarga de mantener su arquitectura al permitir el correcto alineamiento de los

miofilamentos de actina y miosina (figura 5)7>1!,

Figura 5. Representacion de la titina y su localizacion en el sarcomero. Tomado de Burke

et al.>2.

sarcoplasmic
Farlcyum T-lubw.e

Dos moléculas de titina con cerca de 2um de largo se extienden desde la linea Z hasta la
linea M del sarcomero. La titina abarca cuatro zonas diferenciadas, por lo que
tradicionalmente es dividida en cuatro regiones distintas designadas respectivamente

como region de la linea M, de la banda A, de la banda I y de la linea Z.
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Las mutaciones en 77N fueron reconocidas como causa de MCD a comienzos de los afios "
200092, sin embargo, debido a su gran tamafio, no podia ser secuenciado mediante técnica
de Sanger. Gracias a la técnica NGS en el afio 2012 se pudo conocer su verdadero papel
en esta entidad, con la identificacion de variantes de tipo truncamiento en el gen 77N
(TTNwvt) en el 25% de los casos de MCD familiar y en el 18% de los casos esporadicos’.
Series posteriores han confirmado estos hallazgos'® y en la actualidad se identifican
TTNvt enun 11% a 22% de los pacientes con MCD, confirmando que las mutaciones en
TTN son una de las principales causas de MCD’>’#, Sorprendentemente, en varios de
estos estudios se ha observado una frecuencia de TTNvt de entre el 1% y el 3% en
individuos sanos de la poblacion general, generando un debate sobre la verdadera

patogenicidad de estas mutaciones!%!-1%4,

La interpretacion de las variantes identificadas en la 77N mediante NGS es un desafio
103-105 - Ademas de los criterios clasicos para clasificar una variante genética como
patogénica (tabla 6) 7, la patogenicidad de las mutaciones en TTN esta determinada por
los exones afectados y por la localizacion de la variante dentro del gen (distancia de la
TTNvt hasta le region N-terminal de la titina). De esta manera, las mutaciones asociadas
a MCD se localizan mas frecuentemente en la Banda-A, comparado con otras
regiones’#103:105.106 Por otra parte, las TTNvt que afectan aquellos exones constitutivos
de la proteina (es decir, exones con un gran porcentaje de expresion en la proteina,
representado por una proporcion de empalme [PSI] >90%)) y que se expresan en todas
las isoformas de la titina, se asocian al desarrollo de MCD, independientemente de la

posicion.
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1.3.7 MCD como resultado de la interaccion entre genes y medio ambiente

En la actualidad, la MCD se entiende como una entidad multifactorial, que resulta de una

compleja interaccion entre factores genéticos y factores medioambientales®3-1%7

. Asi, para
el desarrollo de algunas formas de MCD seria necesaria la actuacion de factores
ambientales lesivos sobre un miocardio genéticamente susceptible. Uno de los principales
ejemplos de esta interaccion es la MCD periparto. Ademas de tratarse de una entidad con
predisposicion familiar!®, el estudio genético mediante NGS de 172 pacientes con MCD
periparto demostr6 una prevalencia de TTNvt del 10%, que afectaban fundamentalmente
a la banda A de la titina, similar a lo observado en otras cohortes de MCD. La presencia
de estas variantes podria contribuir a la patogénesis de esta forma de MCD, con el estrés
asociado al embarazo actuando como un modificador ambiental, necesario para su
desarrollo!®!'1%, Otro ejemplo es la MCD alcohdlica, una forma de MCD asociada al
consumo excesivo y prolongado de alcohol. Los mecanismos fisiopatologicos
subyacentes a la toxicidad cardiaca del alcohol no son del todo conocidos, la
susceptibilidad individual es muy variable y no todas las personas con un consumo

patoldgico de alcohol desarrollaran una MCD alcohdlica®>!!!

. Variantes genéticas
asociadas a MCD, principalmente TTNvt, se observan mas frecuentemente en pacientes
con miocardiopatia alcohdlica que en la poblacion general (13.5% vs. 2.9%; p= 1.2X10
%), lo que sugiere que estas variantes confieren mayor susceptibilidad del miocardio al
efecto cardiotoxico del alcohol!'?. Son necesarios mas estudios para confirmar estos
hallazgos y para comprender la interaccion entre los factores genéticos y medio

ambientales en cada individuo, asi como su impacto en la forma de presentacion y

pronostico.
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2.1

2.2

OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Objetivo principal:
Evaluar si la presencia de variantes raras en un grupo de genes asociados con la MCD

estan asociadas al riesgo individual de desarrollar MCDQ.

Objetivos concretos:

1. Realizar una caracterizacion clinica y genética de una cohorte de pacientes con

MCDQ.

2. Determinar la prevalencia de variantes raras en genes asociados a MCD en una

cohorte de pacientes con MCDQ.

3. Evaluar el impacto de la presencia de mutaciones en el curso clinico y prondstico

de los pacientes con MCDQ.
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3 HIPOTESIS

3.1 Hipdtesis conceptuales:

- En muchos casos, la aparicion de una MCDQ no parece explicarse
exclusivamente por los factores de riesgo clasicos establecidos, lo que sugiere que
existen otros determinantes no identificados que explican la variabilidad en la
susceptibilidad individual.

- La presencia de mutaciones en genes asociados a MCD podria ser un modulador
del riesgo individual de desarrollar MCD tras el tratamiento con quimioterapia.
Esta apareceria como resultado de la interaccion de los fArmacos antitumorales
como agentes ambientales “lesivos” y los factores de riesgo clasicos, sobre un

miocardio genéticamente predispuesto.

3.2 Hipotesis operativas:

- El estudio genético de una cohorte de pacientes con MCDQ empleando técnicas
modernas de ultrasecuenciacion permitird conocer la prevalencia de variantes
raras en genes causales de MCD en esta entidad.

- La frecuencia de variantes raras identificadas en la cohorte de MCDQ sera
comparable a aquella encontrada en una cohorte de pacientes con MCD, y sera

superior a la encontrada en una cohorte de individuos sanos.
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- La identificacion de variantes raras en genes asociados a MCD podria "
considerarse como un nuevo factor de riesgo que ayude en la estratificacion del

riesgo individual de los pacientes expuestos a quimioterapia.
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4 PACIENTES Y METODOS

4.1 Diseno del estudio

Estudio transversal multicéntrico descriptivo de las caracteristicas clinicas y genéticas de
99 pacientes no emparentados con MCDQ, evaluados en unidades de insuficiencia
cardiaca y trasplante cardiaco de 6 centros independientes, cinco espafioles: Hospital
Universitario Puerta de Hierro (Madrid), Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca
(Murcia), Hospital Universitari Germans Trias i Pujol (Badalona), Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Victoria (Malaga), Hospital Universitario Joan XXIII
(Tarragona); y uno britanico: Royal Brompton and Harefield NHS Foundation Trust and

Imperial College London Londres.

Figura 6. Distribucion de los pacientes por centro de origen.

6
Royal Brompton and Harefield NHS Foundation Trust and Imperial College London

19
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol

; . 11
, Q) < Hospital Universitario de Tarragona Joan XXIIT

0
Hospital Universitario Puerta de Hierro

)
11

Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca

13
Hospital Clinico Virgen de la Victoria

71 "



Para conocer la contribucion de la genética en la ocurrencia de la MCDQ, la prevalencia "
de variantes raras encontradas en genes relacionados con MCD obtenida en la
secuenciacion genética de los pacientes con MCDQ, fue comparada con aquella
encontrada en una cohorte de voluntarios sanos y en una cohorte independiente de

pacientes con MCD.

Este estudio fue aprobado por el Comité ético del Hospital Universitario Puerta de Hierro
(Majadahonda, Madrid) y por el Comité de ética en investigacion del Sistema Nacional
de Salud Britanico y se ajustd a los principios éticos de la Declaracion de Helsinki. Todos

los participantes firmaron un consentimiento informado.

4.2 Poblacion de estudio

4.2.1 Cohorte de miocardiopatia dilatada inducida por quimioterapia

Seleccidn de pacientes

Se incluy6 de forma retrospectiva a los pacientes que cumplian criterios diagndsticos de
MCDQ, independientemente de la presencia de sintomas. La MCDQ se definié como la
caida en la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) > 10% hasta un valor
<53% en el ETT o <50% en la ventriculografia isotopica (MUGA), después de haber
recibido tratamiento con quimioterapia y sin otras causas identificables, como
enfermedad coronaria o condiciones de sobrecarga ventricular anormales (hipertension
arterial no controlada o enfermedad valvular primaria significativa)®!!3. Los pacientes
que no tenian estudio de imagen cardiaca previo al tratamiento quimioterapico fueron
incluidos si la FEVI al momento del diagnéstico era igual o inferior a 45% y no

presentaban ninguna otra causa alternativa de disfuncion ventricular, salvo la
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quimioterapia. Se excluyeron los pacientes que habian tenido un consumo excesivo de "

alcohol.

Recogida de datos

La informacién de los pacientes fue recogida de forma retrospectiva a partir de las
historias clinicas, sin conocer los resultados del estudio genético. Se recogieron datos
clinicos y los resultados de las pruebas realizadas antes del diagndstico, en el momento

del diagnostico y en el Gltimo seguimiento. La informacion recogida incluyo:

- Presencia de factores de riesgo cardiovasculares clasicos (hipertension arterial,
dislipemia, diabetes mellitus y consumo de tabaco).

- Antecedentes familiares de cardiopatia y de MS en familiares de primer grado.

- Historia oncolodgica, que incluyo6 informacion sobre la neoplasia y estadio tumoral,
el esquema y dosis de quimioterapia recibido, la administracion de radioterapia y
la historia oncolodgica previa y tratamientos recibidos en el pasado.

- Desde el punto de vista cardiologico la presencia de sintomas y clase funcional de
la. NYHA*, los resultados del ECG de 12 derivaciones, el ETT, y la
ventriculografia isotopica (MUGA), el tratamiento especifico de IC recibido por los

pacientes y la incidencia de eventos adversos cardiovasculares en el seguimiento .

En el ultimo seguimiento de la cohorte se analiz6 la recuperacion de la FEVI, que fue
definida como el aumento absoluto en la FEVI >5% con una FEVI final >50% o como

un aumento de la FEVT hasta el valor previo al diagnostico 4.
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4.2.2  Cohorte de miocardiopatia dilatada

Esta cohorte estaba compuesta por 572 pacientes con MCD incluidos de forma
prospectiva en el Biobanco Cardiovascular del Hospital Royal Brompton de Londres,
entre 2009 y 2015. El diagnéstico de MCD fue confirmado con una RMC con realce
tardio de gadolinio, basado en criterios establecidos de dilatacion del VI y disminucion
de la FEVI segiin nomogramas ajustados en funcion de la edad y el sexo!!', en ausencia
de enfermedad coronaria conocida o condiciones anormales de sobrecarga ventricular,
como se ha descrito previamente!'®. De los 572 casos estudiados genéticamente, un total
de 364 fueron emparejados tanto técnicamente como por etnia con la cohorte del MCDQ

y, por lo tanto, se utilizaron para realizar el andlisis comparativo.

4.2.3 Cohorte de voluntarios sanos

Se reclutaron de forma prospectiva un total de 445 voluntarios sanos, de ascendencia
europea, en el seno del proyecto “U.K. Digital Heart Project” (https://digital-heart.org/)
llevado a cabo en el MRC London Institute of Medical Sciences, Imperial College de
Londres!?. Todos los individuos, libres de enfermedad cardiovascular auto informada o
antecedentes familiares de cardiopatia, fueron evaluados con una RMC para confirmar la
ausencia de cardiopatia y se estudiaron genéticamente. Todos los casos se emparejaron

técnicamente y por etnia con la cohorte de MCDQ y con la cohorte de MCD.
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4.3 %Evaluacion genética mediante técnicas de secuenciacion masiva y analisis de

las variantes

La secuenciacion de los individuos con MCDQ), la cohorte de MCD vy los voluntarios

17 secuenciado

sanos se llevo a cabo utilizando el kit [llumina TruSight Cardio Sequencin
en las plataformas Illumina. Las variantes raras fueron definidas como aquellas que
presentaban una un MAF en EXAC menor de 8.4x107 (el corte de frecuencia utilizado se
describe en su totalidad en Whiffin et al ''®). En el caso del gen que codifica la titina

(TTN), el analisis fue restringido de forma adicional a variantes de truncamiento en

exones expresados de forma constitutiva en el corazon'%,

Para conocer la prevalencia de variantes raras en las cohortes se llevaron a cabo dos
andlisis de prevalencia. En el primer andlisis, examinamos la prevalencia de variantes
raras en nueve genes especificos s6lidamente asociados con MCD (77N, DSP MYH?7,
LMNA, TTNT2, TCAP, SNC54, BAG3, TNNC1), y limitado al tipo de variantes en las que
se ha demostrado previamente una asociacion fuerte con el desarrollo de MCD en

estudios de prevalencia de grandes cohortes de pacientes®®%!1? (Tabla 7).

En el segundo andlisis, ampliamos el analisis a un grupo mas grandes de genes especificos

asociados con MCD incluidos en el kit TruSight Cardio (49 en total, tabla 8).
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Tabla 7. Genes solidamente asociados con MCD vy tipos de variantes incluidas en el

primer analisis.

Gen No truncamiento | Truncamiento | ID de transcripcion
BAG3 SI SI ENST00000369085
LMNA SI SI ENST00000368300
TCAP SI SI ENST00000309889
TNNCI SI SI ENST00000232975
TNNT?2 SI SI ENST00000367318

DSP NO SI ENST00000379802
SCN35A NO SI ENST00000333535

TTN NO SI ENST00000589042
MYH7 SI NO ENST00000355349

Tabla 8. Listado completo de los genes incluidos en el segundo analisis. En negrita los

9 genes predefinidos asociados so6lidamente con MCD.

ABCCY, ACTCI, ALMSI1, ANKRDI, BAG3, CAV3, CRYAB, CSRP3, DES, DMD,
DNAJC19, DSG2, DSP, DTNA, EMD, EYA4, FKRP, FKTN, FXN, HADHA, HFE, ILK,
LAMA2, LAMA4, LAMP2, LDB3, LMNA, MYBPC3, MYH6, MYH7, NEXN, PDLIM3,
PLN, RBM20, SCN5A, SDHA, SGCB, SGCD, SGCG, TAZ, TBX20, TCAP, TMPO,

TNNCI, TNNI3, TNNT2, TPM1, TTN, VCL

76 "




Finalmente se compar6 la prevalencia de variantes raras encontradas en la cohorte de
MCDQ, con la de una cohorte de pacientes con MCD y una de individuos sanos,
emparejados tanto técnicamente (panel TruSight Cardio y plataforma NextSeq, ambos de
[llumina) como por grupo étnico (autoinformado caucasico, confirmado por andlisis

PCA, ver Anexo 1.

4.4 Estudio familiar

Se ofrecid evaluacion clinica y genética a todos los familiares mayores de 16 afios de los
pacientes con MCDQ portadores de variantes raras documentadas. Todos recibieron
previamente consejo genético. El estudio clinico incluyd anamnesis, exploracion fisica,
ECG de 12 derivaciones y ETT. La muestra para el estudio genético fue de sangre. El
analisis de las muestras de los familiares se realiz6 mediante técnica de Sanger. Todos
los familiares firmaron consentimiento informado. El screening familiar se considerd
positivo si uno o mas parientes tenian MCD y presentaban el mismo defecto genético que

el caso indice.

4.5 Analisis estadistico

Las variables numéricas se expresaron como media + desviacion estdndar. Las variables
discretas se expresan como porcentaje. Los andlisis de cohortes y subgrupos y las
comparaciones con los datos gendmicos de los voluntarios sanos y los individuos con
MCD se realizaron mediante la prueba de Chi cuadrado o la prueba exacta de Fisher. Para
los datos numéricos utilizamos la prueba U-Mann Whitney. Los anélisis de supervivencia
se realizaron mediante el método de Kaplan-Meier y se emple la prueba de log-rank para
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la comparacion. El evento final se defini6 como muerte cardiaca o trasplante de corazon.
Un valor de p <0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Todo el andlisis
estadistico fue realizado con el paquete Stata SE (version 14, StataCorp, College Station,

Texas).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas de la cohorte de MCDQ

La cohorte del estudio incluy6 un total de 99 pacientes (33% varones), con varios tipos
de enfermedades tumorales, siendo el cancer de mama la mas frecuente (n=51), seguido
por los tumores hematoloégicos (n=38) y otros tumores s6lidos (n=10). La totalidad de la

cohorte era de raza caucasica.

Figura 7. Distribucion de las neoplasias en la cohorte.

g Tumores hematologicos”
[} Cancer de mama

@ Otros tumores s6lidos™

* Los tumores hematoldgicos incluyeron Linfoma Hodgkin (n=5), Linfoma no Hodgkin
(n=25), Mieloma (n=2) y Leucemias (n=6). ** Carcinoma renal (n=2), Nefroblastoma
(n=1), Sarcoma de Ewing (n=3), Leiomiosarcoma uterino (n=1), Carcinoma de

endometrio (n=1), rabdomiosarcoma paratesticular (n=1) y Céancer testicular (n=1).

El 91% de los pacientes recibieron esquemas de tratamiento antineopldsico que incluian
antraciclinas. La edad media de los pacientes en el momento que recibieron el tratamiento
antineoplasico fue de 48.7+17.1 afios. Después de normalizar la dosis de antraciclina'?’,

la dosis equivalente acumulada media recibida por la cohorte fue de 300.7 + 153.2 mg/m?
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y €1 93.9% de la cohorte recibi6 una dosis acumulada inferior a 400 mg/m? (en 7 casos
no fue posible conocer la dosis total de antraciclina administrada). E1 20% de los pacientes
recibid tratamiento con anticuerpos antiHER2 (trastuzumab). En 3 pacientes el esquema
de quimioterapia incluia un farmaco inhibidor de la tirosin cinasa junto con un firmaco
anti-mTOR (en uno de los casos asociado a antraciclina). En la tabla 9 se detallan los
esquemas de quimioterapia recibidos por los 8 pacientes que no estuvieron expuestos a

antraciclinas.

Tabla 9. Detalle del tratamiento antineoplésico en pacientes no expuestos a antraciclinas.

Neoplasia Tratamiento
Otros tumores so6lidos (Cancer renal) Sorafenib, Everolimus y Sunitinib
Cancer de mama Docetaxel y Trastuzumab

Otros tumores so6lidos (Céncer testicular) | Cisplatino, Etoposido y Bleomicina

Céancer de mama Pertuzumab, Trastuzumab y Docetaxel
Céancer de mama Paclitaxel y Trastuzumab

Cancer de mama Docetaxel, Carboplatino y Trastuzumab
Cancer de mama Docetaxel, Ciclofosfamida y Trastuzumab
Otros tumores so6lidos (Cancer renal) Sunitib y Everolimus

Se evalu¢ la presencia de factores de riesgo clasicos asociados a la aparicion de MCDQ.
Un total de 8 pacientes (8%) recibieron el tratamiento de quimioterapia antes de los 16
afios. E1 67% de los pacientes eran mujeres, con tratamiento predominante para el cancer

de mama. El 33% de los pacientes eran fumadores o habian fumado alguna vez en su
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vida, el 29% eran hipertensos, el 27% tenian hipercolesterolemia y el 20% estaban
recibiendo tratamiento para diabetes mellitus. El 27% de los pacientes habia recibido
radioterapia en el térax y el 5% en el mediastino. Al indagar sobre los antecedentes
familiares de cardiopatia, 3 pacientes reportaban antecedentes, pero en ningin caso se

puedo comprobar el tipo de cardiopatia subyacente.

La edad media en el momento del diagnostico de la MCDQ fue de 53.91 + 15.02 afios.
La mediana de tiempo transcurrido entre la administracion del tratamiento cardiotoxico
y el diagnostico de MCDQ fue de 3 afios [p25 - p75; 1-9 afios] con 37 pacientes

diagnosticados con un lapso superior a 5 afios.

En 31 pacientes se contaba con prueba de imagen cardiaca previo al inicio de la
quimioterapia (ETT o ventriculografia isotopica), con una FEVI media del 62.09 +

5.35%.

El diagnéstico de MCDQ se llevo a cabo en la mayoria de los pacientes con ETT y solo
en 6 casos mediante ventriculografia isotopica. La FEVI media de la cohorte en el
momento del diagndstico por las dos técnicas fue de 33.01 £ 10%. De acuerdo con los
criterios de inclusion, los 68 pacientes en los que no se disponia de prueba de imagen
basal presentaban una FEVI al diagndstico menor o igual al 45% (FEVI media de 29.95

+ 8.58%). La caida media de la FEVI en los 31 pacientes restantes fue de 22.38 + 9.21%.

En relacion con la presencia y severidad de los sintomas, al indagar sobre la clase
funcional de la NYHA, el 90% de los pacientes afirmaba encontrarse en una clase
funcional I-II antes de recibir el tratamiento para el cancer. En el momento del diagnostico

de la MCDQ, 44 pacientes se presentaron con una clase funcional III-IV de la NYHA.
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Un total de 9 pacientes (9%) presentaban fibrilacion auricular en el ECG del momento

del diagnostico, y catorce (14%) un bloqueo de rama izquierda.

Tras un seguimiento medio de 4 afios desde el diagnostico, la mitad de los pacientes
(50%) presentaron una recuperacion de la FEVI. La fraccion de eyeccion media por
ambas técnicas en ultimo seguimiento fue de 47.32 + 13.20%. E1 47% de la cohorte tuvo
algin ingreso hospitalario por IC descompensada y el 21% presentaba una clase funcional
avanzada (NYHA III-IV) en el ultimo seguimiento. Nueve pacientes (9%) presentaron
algun episodio de arritmia ventricular y en 7 pacientes (7%) se report6 un episodio de MS
recuperada. Del total de la cohorte, 9 pacientes recibieron un trasplante cardiaco (9%).
Cinco pacientes fallecieron a lo largo del seguimiento: 3 de ellos por progresion de IC y

2 de ellos por una causa no cardiaca.

Las caracteristicas basales, en el diagnostico y al final del seguimiento de la totalidad de

la cohorte se resumen en el anexo 2.

5.2  Resultados genéticos

5.2.1 Prevalencia de variantes raras en la cohorte de MCDQ

Evaluamos la prevalencia de variantes raras en 9 genes solidamente asociados con el
desarrollo de MCD en la cohorte de pacientes con MCDQ. Entre los 99 individuos con
MCDQ, se identificaron 15 portadores de 15 variantes raras que afectan un total de 4
genes distintos (Tabla 10). El gen mas frecuentemente afectado fue la titina (77N) en el
que se identificaron un total de 10 variantes de truncamiento (TTNvt). Todas las variantes

eran nuevas (no descritas previamente en cohortes de MCD, voluntarios sanos o el
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ExAC). Las TTNvt se distribuian a lo largo del gen, con un agrupamiento en la banda A
de la proteina (7 de las 10 variantes) y afectaban exones ampliamente expresados en las
distintas isoformas de la proteina (todas con una proporcion de empalme [PSI] >90%)
(tabla 11). Las TTNvt descritas previamente en cohortes de MCD comparten estan

73,103

mismas caracteristicas . De acuerdo con las normas actuales de interpretacion de

variantes del ACMG?7 todas las TTNvt identificadas se clasificaron como VPP.

Las otras 5 variantes raras identificadas afectan a genes asociados con MCD (3 en MYH?7,
1 en BAG3 y 1 en TCAP), son variantes de tipo missense, descritas previamente y segun

las normas actuales de interpretacion del ACMG®” se clasificaron como VSI.

5.2.2 " Analisis de las prevalencias de variantes raras en la cohorte de MCDQ, MCD y

voluntarios sanos

Con el fin de conocer la contribuciéon de las variantes raras en este grupo de genes
predefinidos en el desarrollo de la MCDQ), se compard su prevalencia en esta cohorte,
con la observada en una cohorte de pacientes con MCD y de voluntarios sanos (Tabla
12). La prevalencia de variantes raras en los pacientes con MCDQ (15.1%) fue
significativamente mayor que la observada en los voluntarios sanos (2.9%, p<0.01) pero
similar a la observada en una cohorte de individuos con MCD (19.7%, p=0.8). Al analizar
por separado la prevalencia de TTNvt se observo que esta no era diferente a la observada
en pacientes con MCD (10% vs 12.2% respectivamente, p=0.72) pero era
significativamente mas alta que la encontrada en los voluntarios sanos (10% vs 0.7%

respectivamente, p=4.7e-00).
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Tabla 10. Variantes raras identificadas en los 9 genes predefinidos en la cohorte de pacientes con MCDQ. #

Gen Posicion genomica HGVSc HGVSp Consecuencia ExAC AF Agl;[sé N Normas ACMG
BAG3 chr10:121436477 c.l1411G>A p.Glu471Lys Variante missense <0.000084 VSI PM2
MYH7 chr14::23897001 c.1681G>A p.Ala561Thr Variante missense <0.000020 VSI BP4, PM2, PM1
MYH7 chr14:23884256 c.5507C>T p-Ser1836Leu Variante missense 0.000049 VSI PP3
MYH7 chr14:3887443 c.4145G>A p.-Argl382GlIn Variante missense <0.000020 VSI PM2
TCAP chr17:37822246 c.388C>T p-Argl30Cys Variante missense <0.000040 VSI PM2, PP2, PP3

TTN chr2:179414849 c.91715dupA p.-Asn30572LysfsTerl6 ~ Variante frameshift <0.000040 PP PVSI strong, PM2

TTN chr2:179432234 c.78625G>T p.Glu26209Ter Stop gained <0.000040 PP PVS1 strong, PM2

ITN chr2:179410112 €.95722+2delT - <0.000040 PP PVSI1 strong, PM2

Variante splice donor



TTN chr2:179446855 c.66240delA p-Asp22081MetfsTer31  Variante frameshift <0.000040 PP PVSI1 strong, PM2

TTN chr2:179399704 c.101638G>T p.Glu33880Ter Stop gained <0.000040 PP PVS1 strong, PM2
TTN chr2:179400742 c.100731dupA p-Ser33578llefsTerl5 Variante frameshift <0.000040 PP PVSI1 strong, PM2
ITN chr2:179428124 c.82734dupA p-Val27579SerfsTerl5 Variante frameshift <0.000040 PP PVSI1 strong, PM2
TTN chr2:179425091 c.85768C>T p.Arg28590Ter Stop gained <0.000040 PP PVSI1 strong, PM2
TTN chr2:179604819 c.13141G>T p.Glu4381Ter Stop gained <0.000040 PP PVSI1 strong, PM2
TTN chr2:179631116 €.9693 9694delCT  p.Tyr3232CysfsTer5 Variante frameshift <0.000040 PP PVS1 strong, PM2

*La clase de la ACMG”’ se determin6 usando CardioClassifier!?! seguido de revision manual de segregacion, datos funcionales y de novo de la

literatura y ClinVar. PP: Probablemente patogénico, VSI: variante de significado incierto
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Tabla 11. Resumen de las variantes de truncamiento en 77N identificadas en la cohorte de MCDQ. #

Banda PSI del FEVIen el
Exon Tipo de FEVI |Seguimiento Eventos
Variante Consecuencia de la exon Quimioterapia| diagnostico
afectado cancer final (afios) adversos
TTN afectado (cambio)
TV
Chr22 1 79400742 Frameshift Doxorrubicina 0 0 0 . J <7
¢.100731dupA (p.Ser33578TlefsTerl 5) A 358 0.99 Mama + Trastuzurnsh 37% (24%) 43% 4 Hosp;:)a;hlzgcmn
. MSR, TC
chr2:179446855 Frameshift Sarcoma .. 0 o .,
c.66240del A (p.Asp2208 1 MetfsTer3 1) A 316 0.86 6560 Doxorrubicina 25% 9% 6 Hosp;;a;hlzgmon
chr2:179432234 | Nonsense Linfoma Hospitalizacion
: . o o
. 78625G>T (p.Glu26209X) A 327 0.95 No ' Doxorrubicina 34% 28% 3 por IC
Hodgkin
. Linfoma
chr2:179428124 | Frameshift .. o o .
¢.82734dupA (p.Val27579SerfsTerl 5) A 327 0.95 |[No ' Doxorrubicina 29% 34% 2 Ninguno
Hodgkin
chr2:179425091 Nonsense .. 0 o
 85768C>T (p.Arg28590X) A 327 0.95 Mama Doxorrubicina 35% 31% 2 TV, TC
chr2:179410112 . . . 0 o Hospitalizacion
9572242 del T Splicing A 345 0.99 | Endometrio | Doxorrubicina 20% 37% 5 por IC
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Chr: Frameshift Hospitalizaci6
179414849A>AT | B0 ) A 338 0.95 |Mama Epirrubicina 42% 53% 5 osptta IIZC“‘CIOH
c.91715dupA p.Asn S por
chr2:179604819 | Nonsense . o o o Hospitalizacion
c 13141G>T (p.Glu4381X) I 49 0.95 Mama Doxorrubicina 31% (30%) 55% 6 por IC
chr2:179631116 | Frameshift o o o Hospitalizacion
¢.9693 9694delCT | (p. Tyr3232CysfsTers) I 41 I |Mama | Epirrubicina 45% 1% 6 por IC
chr2:179399704 | Nonsense o o o Hospitalizacion
¢ 101638G>T (p.Glu33880X) M 359 1 Mama Epirrubicina 30% 27% 14 por IC

PSI: proporcion de empalme, FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo, MCDQ: miocardiopatia por quimioterapia, TV: taquicardia ventricular, IC:

insuficiencia cardiaca, MSR: muerte subita recuperada, TC: trasplante cardiaco.
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Tabla 12. Analisis de la prevalencia de variantes raras en 9 genes predefinidos en la cohorte de miocardiopatia por quimioterapia, miocardiopatia

dilatada y voluntarios sanos.

MCDQ (n=99) MCD Voluntarios sanos MCDO vs MCD* MCDQ vs MCD vs
n= Vs i i
(n=364) (n=445) Voluntal;los Voluntan;ms
sanos sanos
BAG3 1 (1.0%) 1 (0.3%) 2 (0.4%) 0.38 0.45 1
DSP 0 (0.0%) 3 (0.8%) 0 (0.0%) 1 n/d 0.091
LMNA 0 (0.0%) 6 (1.6%) 1 (0.2%) 0.35 1 0.05
MYH7 3 (3.0%) 12 (3.3%) 6 (1.3%) 1 0.21 0.091
SCNS5A 0 (0.0%) 0 (0%) 1 (0.2%) n/d 1 1
TCAP 1 (1.0%) 1 (0.3%) 0 (0.0%) 0.38 0.18 0.45
TNNCI1 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) n/d n/d n/d
TNNT2 0 (0.0%) 6 (1.6%) 0 (0.0%) 0.35 n/d 0.0082
TTN 10 (10.0%) 44 (12.1%) 3 (0.7%) 0.72 4.7e-06 6.2e-13
Todos los genes
5(5.1%) 29 (7.9%) 10 (2.2%) 0.39 0.16 0.0002
excepto TTN
Todos los genes 15 (15.1%) 72 (19.7%) 13 (2.9%) 0.38 0.0000 2.5e-15

MCDQ: miocardiopatia dilatada por quimioterapia, MCD: miocardiopatia dilatada; n/d: no disponible. * Valores de p calculados usando test

exacto de Fisher.
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Extendimos este andlisis para incluir otros 40 genes relacionados con el desarrollo de #
miocardiopatias®. Se identificaron un total de 59 variantes raras en 44 pacientes con
MCDQ, que afectan un total de 23 genes: 14 variantes de truncamiento (10 en el gen 77N,
3en ALMS1y 1 en SDHA) y 45 variantes no truncantes. La prevalencia de variantes raras
en la cohorte de MCD (44%) fue significativamente mayor que la observada en los
voluntarios sanos (32%, p=0.026) y similar a la observada en los pacientes con MCD

(38.4%, P=0.73) (tabla 13 y anexos 3 y 4).

Tabla 13. Andlisis de la prevalencia de variantes raras en 49 genes asociados a
miocardiopatia, en la cohorte de miocardiopatia por quimioterapia, miocardiopatia

dilatada y voluntarios sanos.

MCDQ vs MCD vs

MCDQ MCD Voluntarios MCDQ vs
Gen Voluntarios Voluntarios
(n=99) (n=364) sanos (n=445) MCD*
sanos® sanos®
TTNvt 10 (10.1%) 44 (12.1%) 3 (0.7%) 0.72 4.7e-06 6.2¢-13
Todos los
genes excepto 37 (37.4%) 140 (38.4%) 141 (31.7%) 0.91 0.29 0.054
TTN
Todoslos 44 44.49%) 170 (46.6%) 144 (32.4%) 0.73 0.026 4.8¢-05
genes

MCDQ: miocardiopatia dilatada por quimioterapia, MCD: miocardiopatia dilatada; n/d:

no disponible. * Valores de p calculados usando test exacto de Fisher.
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5.3 Caracteristicas clinicas y pronostico de la cohorte con MCDQ de acuerdo con !

el resultado del estudio genético

Se compararon las caracteristicas clinicas de los pacientes con MCDQ portadores de
variantes raras en los 9 genes predefinidos y de TTNvt con respecto a los pacientes con
un estudio genético negativo. No se observaron diferencias en el sexo ni en la presencia
de factores de riesgo cardiovasculares. La historia familiar de MCD y de MS fue baja en
los tres grupos. Tampoco se observaron diferencias en los esquemas de tratamiento
recibidos por los grupos, en la dosis media de antraciclinas ni en la edad al inicio del
tratamiento. La prevalencia de variantes raras en los pacientes que recibieron el
tratamiento antes de los 16 afios (2 de 8, 11%) no fue diferente a la observada en pacientes
tratados a una edad mayor (15 de 91, 15%; p=0.62). La FEVI en el momento del
diagnéstico entre los casos que eran portadores de variantes raras o TTNvt, con respecto

a los no portadores era comparable (tabla 14).
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Tabla 14. Caracteristicas clinicas basales y en el diagndstico de los pacientes con

miocardiopatia por quimioterapia de acuerdo con el resultado del estudio genético.

Genotipo Portador de Portador de
Valor Valor
negativo TTNvt . variante o
(n=84) (n=10) rara (n=15)
Varones 29 (34.5) 2 (20) 0.65 4 (26.6) 0.76
Historia familiar de cardiopatia 2(2.4) 1(10) 0.39 1(6.6) 0.39
Historia familiar de MS 3(3.6) 1 (10) 0.48 1 (6.6) 0.48
Comorbilidades
Tabaco actual o en el pasado 31 (36.9) 2 (20) 0.20 2(13.3) 0.08
Hipertension arterial 26 (30.9) 3(30) 0.62 3(21.4) 0.54
Hipercolesterolemia 21 (25) 5(50) 0.18 6 (42.8) 0.2
Diabetes mellitus 18 (21.4) 2 (20) 0.86 2(14.2) 0.72
Tratamiento oncoldgico
Edad al inicio de la QT, afios 49 + 17 54+8 0.4 46 + 17 0.6
Exposicion a antraciclinas 76 (90.4) 10 (100) 0.73 15 (100) 0.6
Exposicion a anti-HER2 19 (22.9) 1(10) 0.56 1(6.6) 0.29
Dosis acumulada de 271 £ 182 302.4+75.6 043  290+723  0.40
antraciclinas®, mg/m2
FEVI pre-quimioterapia¥, % 62.25+5.61 61 085 60.6+0.57 0.7
En el diagnostico de MCDQ
Edad, afios 5434+ 1486  584+6.23 0.10 51.5+16.19 0.53
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FEVI, % 33.01 £10.32 328+ 7.5 0.97 33+8.1 0.84

DTDVI, mm 57.84 +£5.87 545+7.9 0.30 54+6.8 0.12
Fibrilacién auricular en ECG 73 (87.9) 7 (70.0) 0.30 12 (80.0) 0.52
BRI en ECG 7(8.4) 2(20.0) 0.30 2(13.3) 0.52
NYHA HI-IV 37 (44) 6 (66) 0.2 7 (50) 0.77

Datos expresados como numero total (%) o media + desviacion estandar. TTNvt: variante de
truncamiento en el gen de la titina; MS: muerte subita; QT, quimioterapia; HER2: receptor 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano; FEVI, fracciéon de eyeccion del ventriculo izquierdo; MCDQ:
miocardiopatia dilatada por quimioterapia; DTDVI: didmetro tele diastdlico del ventriculo izquierdo;
BRI: bloqueo de rama izquierda; NYHA: New York Heart Association. * Valores de p calculados usando
la prueba exacta de Fisher para variables categoricas y Kruskal-Wallis test para las variables continuas.

*Dosis normalizada de antraciclinas'?’. 9 FEVI previa a quimioterapia disponible en 31 pacientes.
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Al final del seguimiento, el 50% de los pacientes habian recuperado la FEVI,
independientemente del resultado genético y no hubo diferencias detectables en las tasas
de tratamiento neurohormonal recibido por los pacientes. Sin embargo, el valor de FEVI
en el Gltimo seguimiento era mas bajo en los pacientes portadores de una variante rara
(38.1 £ 13.7%) y en los portadores de TTNvt (36.8 £+ 14.2%) con respecto a aquellos no
portadores (49.0 + 12.5%; p=0.007 y p=0.02 respectivamente). Los pacientes portadores
de TTNvt y cualquier variante rara presentaron mas frecuentemente fibrilacion auricular
(p=0.004 y p=0.001, respectivamente) y los portadores de TTNvt presentaron un mayor
namero de ingresos hospitalarios por insuficiencia cardiaca (p=0.02). La frecuencia de
arritmias ventriculares, MS recuperada, implante de desfibrilador automatico
implantable/dispositivo de resincronizacion cardiaca (DAI/RSC) o trasplante cardiaco

fue comparable en los tres grupos (Tabla 15).
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Tabla 15. Caracteristicas clinicas en el seguimiento de los pacientes con miocardiopatia

por quimioterapia de acuerdo con el resultado del estudio genético.

Genotipo Portador de Portador de
negativo TTNvt Valor p* variante rara Valor p*
(n=84) (n=10) (n=15)

Duracioén seguimiento, anos 4(1-7) 45(2-6) 0.72 5(2-6) 0.44
Clase funcional NYHA III-IV 15 (18) 4 (40) 0.11 6 (40) 0.05
FEVI mas baja, % 31.12 +10.59 28.75+7.9 0.67 28.33£6.6 0.38
FEVI final, % 48.96 + 12.48 36.8+14.22 0.02 38.13+13.7 0.007
Recuperacion de la FEVI 1 46 (54.7) 3 (30) 0.15 4 (26.6) 0.05
Bajo tratamiento neurohormonal® 78 (92.9) 9 (100.0) 1 14 (100.0) 0.59
Fibrilacion auricular 8(9.5) 5(50) 0.003 7 (46.6) 0.001
Arritmias ventriculares 6(7.2) 2(22) 0.14 3(21.4) 0.11
Hospitalizacién por IC 38 (45.2) 8 (80) 0.05 9 (60) 0.4
Trasplante cardiaco 6(7.2) 2 (20) 0.16 3(20) 0.13
MS recuperada 4 (4.8) 1 (10) 0.02 3(20) 0.06
Implante DAI/RSC 13 (15.4) 3 (30) 0.43 4 (26.6) 0.28
Muerte de origen cardiaco 2(12.4) 0(0) 0.17 1 (6.6) 0.39
Muerte por todas las causas 4(4.7) 0(0) 0.29 1 (6.6) 0.56

Datos expresados como numero total (%) o media + desviacion estandar, excepto la #
duracién del seguimiento que se expresa como mediana (Q1-Q3). TTNvt: variante de #

truncamiento en el gen de la titina; NYHA: New York Heart Association; FEVI, fraccion
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de eyeccion del ventriculo izquierdo; IC: insuficiencia cardiaca; MS: muerte stubita; DAI:

desfibrilador automatico implantable; RSC: resincronizador cardiaco.

* Valores de p calculados usando la prueba exacta de Fisher para variables categoricas y

Kruskal-Wallis test para las variables continuas.

9 La recuperacion de la FEVI se definié como un aumento absoluto de la FEVI >5% con

una FEVI final >50% (o un aumento de la FEVI hasta el valor previo al diagnostico).

I Numero de pacientes que estaban recibiendo al menos un farmaco betabloqueante,
inhibidor de la enzima convertidora /antagonista de los receptores de angiotensina, o
antagonista de los receptores de mineralocorticoides en el ultimo seguimiento. Datos no

disponibles en un paciente portador de TTNvt.
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5.4 Evaluacion familiar

Se realiz6 estudio clinico y genético en 11 familiares pertenecientes a 6 de las 15 familias
con variantes raras identificadas en los 9 genes predefinidos. El estudio genético confirmé
la presencia de la variante rara en 7 familiares (edad media 38 afios, 5 varones), y un
individuo portador de un TTNvt presentaba fenotipo de MCD en el ETT (varén de 39
afios, con FEVI del 45% e historia de fibrilacion auricular paroxistica) (figura 8 y anexo

5).

96 #



Figura 8. Arbol familiar. Se demuestra cosegregacion familiar de la variante de truncamiento identificada en TTN.
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Los cuadrados y los circulos indican sujetos masculinos y femeninos, respectivamente. Los simbolos rellenos son los individuos afectados. Los simbolos que contienen un

punto son portadores no afectados. Los simbolos +/ - muestran la evaluacion genética. + indica portador de TTNtv; - son no portadores. MCD: Miocardiopatia dilatada; QT:
quimioterapia.
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6 DISCUSION

Este es el primer estudio que evalua si una predisposicion genética para el desarrollo de
MCD puede contribuir en la aparicion de la MCDQ. Tras estudiar genéticamente una
cohorte de pacientes con MCDQ, hemos demostrado una mayor prevalencia de variantes
raras en genes solidamente asociados con el desarrollo de MCD en los pacientes con
MCDQ con respecto a controles sanos. El gen que codifica la proteina titina (77N) es el
mas frecuentemente afectado, con una prevalencia de mutaciones de tipo truncamiento
del 10%, similar a la descrita en la cohorte de MCD (12.1%, P=0.7) y muy por encima de
lo observado en voluntarios sanos (0.7%, p=<0.001). Estos hallazgos apoyan que existe
una predisposicion genética, particularmente la presencia de TTNvt, que aumenta la

susceptibilidad individual al desarrollo de la MCDQ.

6.1 Bases genéticas de la MCDQ

La MCD es la segunda causa mas comun de IC (después de la cardiopatia isquémica) y
la causa mas habitual de trasplante cardiaco en el mundo®. A pesar de las mejoras
significativas alcanzadas en los ultimos afios en el manejo farmacologico y con
dispositivos de estos pacientes, la MCD sigue teniendo una tasa de mortalidad a 5 afios
del 20%!22. En los tltimos afios ha habido un gran interés por comprender los mecanismos
fisiopatologicos subyacentes al desarrollo de la MCD, con el fin de establecer su historia
natural, estratificar el riesgo de progresion y desarrollar nuevas estrategias diagndsticas y
terapéuticas que puedan tener un gran impacto en el manejo y el prondstico de los

pacientes con IC asociada a MCD.

Uno de los campos con mayor progresion ha sido el de la genética molecular. La

implementacion de las técnicas de Secuenciacion masiva (Next generation Sequencing,
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NGS) ha permitido secuenciar el genoma humano de una forma répida y asequible, y

puede ser utilizada hoy en dia tanto en investigacién como en ambitos clinicos’>-8,

Desde la llegada del NGS nuestra comprension de las bases genéticas de la MCD ha
mejorado notablemente, con un aumento en la identificacion de nuevas variantes raras y
genes vinculados con su desarrollo. En las Gltimas décadas se han identificado mas de 40
genes asociados con MCD, que codifican un grupo heterogéneo de proteinas que
participan en la generacion, transmision de la fuerza e integridad del sarcomero, en el
mantenimiento de la arquitectura nuclear y del citoesqueleto y en la homeostasis
electrolitica y mitocondrial®®*”, En la actualidad, un andlisis con NGS consigue
identificar una variante patogénica o posiblemente patogénica en entre el 15% al 25% de
los pacientes con MCD esporadica y en entre el 20% al 40% de los casos con MCD

72,79,86,123

familiar . Las mutaciones de truncamiento en 77N son la principal causa de

MCD, y se identifican en cerca del 15% al 25% de todos los casos de MCD, incluidos

pacientes con enfermedad ambulatoria y aquellos con IC avanzada %1010,

En este estudio, el empleo de NGS permitio identificar una variante rara en el 15% de los
pacientes con MCDQ (15 variantes raras en 99 pacientes), una prevalencia similar a la
descrita en grandes cohortes clinicas de MCD7%!23, El gen mas frecuentemente afectado
en esta cohorte, al igual que en las cohortes clinicas de MCD, fue la TTN'?*, con una
prevalencia de TTNvt del 10% en esta cohorte (10 TTNvt en 99 pacientes). Es bien
conocido que la patogenicidad de una TTNvt viene determinada en gran medida por las
caracteristicas del exdon afectado y por la ubicacion de la variante dentro de la proteina.

Varios estudios han demostrado que las TTNvt en pacientes con MCD estan
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sobrerrepresentadas en la banda A de la proteina, en comparacién con otras regiones.
Ademas, variantes que alteran exones que se expresan ampliamente en las distintas
isoformas de la proteina (con un porcentaje de empalme, PSI >90%) se asocian al
desarrollo de MCD, independientemente de su posicion en la proteina 7193105 Todas las
TTNvt identificadas en la cohorte de MCDQ afectaban exones constitutivos cardiacos
(todas con un PSI > 0.86%) y se agruparon fundamentalmente en la banda A de la titina
(7 de las 10 variantes identificadas). Dado que el 10% de los pacientes con MCDQ
comparten el mismo tipo de TTNvt que los pacientes con MCD, postulamos que existe

una base genética compartida entre estas dos entidades.

En los ultimos afios se han realizado multiples esfuerzos por identificar nuevos factores
moduladores del riesgo individual de desarrollar una MCDQ, como puede ser la presencia
de variantes genéticas, que permitan identificar a los pacientes mas vulnerables. Hasta la
fecha se han llevado a cabo estudios de asociacion genética, tanto con genes candidatos
como con el genoma completo, que han permitido identificar algunas variantes genéticas
comunes asociadas con la aparicion de MCDQ?. Estas variantes afectan a genes que
codifican proteinas del sarcomero, enzimas como la topoisomerasa 2 y proteinas que
participan en el transporte y metabolismo de los farmacos quimioterapicos. La posibilidad
de que una predisposicion genética para MCD pueda ser un factor de riesgo para la
aparicion de una MCDQ ha sido propuesta en varias series de casos y de familias que
agrupaban individuos con MCD y con MCDQ, en las que ademas se identificaron
variantes patogénicas en genes fuertemente asociados con MCD, como el MYH7 y la
TTN'?>-128 Nuestro estudio es el primero que evalta de forma sistematica, en una cohorte
de pacientes no relacionados entre si, la prevalencia de variantes patogénicas en genes

solidamente asociados con el desarrollo de MCD. Nuestros resultados apoyan que la
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predisposicion genética es un factor modulador de la susceptibilidad individual para la #
aparicion de una MCDQ y podria incluirse como un factor de riesgo emergente, que
ayude en la estratificacion de los pacientes antes de recibir un tratamiento con

quimioterapia.

Ademas de las TTNvt, identificamos variantes raras en otros 2 genes asociados de forma
solida con el desarrollo de MCD (MYH7, BAG3) y en el gen TCAP, descrito aisladamente
en casos de MCD y en una forma recesiva de distrofia muscular de Limb-Girdle!?%!30, Si
bien la prevalencia en esta cohorte es baja, una alteracion en estas proteinas que tienen
un papel fundamental en el correcto funcionamiento del cardiomicito podria aumentar el

riesgo individual de un paciente para desarrollar una MCDQ. Serdn necesarios mas

estudios para conocer la contribucion de variantes en estos genes en esta entidad.

6.2 MCDQ como resultado de la interaccion entre genética y medio ambiente

La cardiotoxicidad derivada de los tratamientos contra el cancer se ha convertido en uno
de los problemas clinicos mas importantes a los que se enfrentan cardiélogos y oncélogos
en su dia a dia. Se han descrito efectos toxicos cardiovasculares con practicamente todos
los farmacos antineoplasicos, incluidas las denominadas terapias dirigidas®®. En el caso
de las antraciclinas y los farmacos dirigidos antiHER2, la cardiotoxicidad es el principal

efecto secundario que limita su uso®!'%23.

Aunque se han descrito multiples mecanismos para explicar la cardiotoxicidad de estos

tratamientos, no se ha podido explicar por qué solo un subconjunto de pacientes que
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reciben quimioterapia desarrolla MCDQ. Esta variacion en la susceptibilidad a la #
toxicidad por estos farmacos podria deberse a la participacion de factores genéticos. En
base a nuestros resultados, proponemos que la MCDQ aparece como resultado de la
compleja interaccion entre un factor medioambiental lesivo (farmaco cardiotoxico) y un
miocardio genéticamente susceptible (portador de una variante patogénica en un gen
asociado con MCD). Una teoria similar ha sido propuesta para la MCD periparto y la
MCD por consumo excesivo de alcohol, en las que se ha demostrado la presencia de

TTNvt en el 10% y el 15% de los pacientes, respectivamente!?!!2

. Estos hallazgos
implican que la exposicion a un factor téxico medioambiental (el alcohol) o al estrés
cardiovascular que supone una gestacion, pueden desenmascarar un miocardio
genéticamente susceptible y suponer el desarrollo de una MCD. En linea con estos
hallazgos recientemente se ha descrito la presencia de variantes en genes asociados con
miocardiopatias en nifios que presentan un cuadro miocarditis aguda con IC, sugiriendo
que estos defectos genéticos podrian predisponer a una respuesta mas agresiva a las
infecciones virales comunes'?!. En la figura 9 se representa la prevalencia de TTNvt
demostrada en cohortes seleccionadas de MCD y en algunas formas de MCD asociadas

a factores medioambientales, incluida la MCDQ, con respecto a la prevalencia de TTNvt

encontrada en sujetos sanos.
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Figura 9. Prevalencia de TTNvt en cohortes seleccionadas de MCD, en MCD asociada a #

factores medioambientales y en sujetos sanos-ExAC7377:103,105,109,112,132,133
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Esta susceptibilidad genética también se ha puesto de manifiesto en un modelo de rata
portador de TTNvt, en el que se observaron cambios en las vias metabdlicas y de
sefializacion que impedian la adaptacion normal del miocardio a situaciones de estrés
cardiaco!®. Asi mismo, el analisis in vitro de cardiomiocitos con TTNvt demostrd que la
reparacion de los sarcomeros después de haber sido sometidos a estrés estaba disminuida

en comparacion con las células sin TTNvt!3,

Con el fin corroborar los hallazgos obtenidos en nuestro estudio, el Departamento de

Genética de la Facultad de Medicina de la universidad de Harvard (Boston, MA, USA)
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disefi6 un modelo experimental en el que se administr6 una dosis estandarizada de
doxorrubicina a ratones genéticamente idénticos, excepto por la presencia de una TTNvt
que genera un truncamiento en la Banda A de la titina'*3. Similar a lo observado en
humanos, los ratones portadores de la TTNvt tratados con doxorrubicina, presentaron una
disfuncion en la contractilidad ventricular mas prolongada, con respecto a los ratones no

portadores.

Por tanto, con los resultados de nuestro estudio y apoyados en esta evidencia,
consideramos que el tratamiento con quimioterapia, especialmente con antraciclinas y
antiHER2, es un insulto medioambiental mal tolerado por un miocardio predispuesto
genéticamente, que resulta en la aparicion de una MCDQ. Todavia nos queda mucho para
entender como participan sobre esta interaccion y contribuyen en el desarrollo de la
MCDQ otros factores de riesgo como las comorbilidades preexistentes, otros factores
medioambientales (alcohol, tabaco, radiacion) y la presencia de alteraciones en otros

genes no relacionados con MCD.

La MCD de origen genético se caracteriza por una penetrancia variable y una gran
heterogeneidad en su expresion fenotipica. De la misma manera, existe una gran
variabilidad en la forma de presentacion de la MCDQ, severidad del fenotipo y la
reversibilidad de la disfuncion ventricular entre los individuos expuestos a un mismo
estimulo nocivo, la quimioterapia. Los mecanismos subyacentes a este comportamiento
son desconocidos. De hecho, se han identificado TTNvt en hasta el 1% de la poblacion
general, lo que sugiere que la presencia de una TTNvt no es suficiente por si sola para

causar una MCD!'%105 Se desconoce la relevancia clinica de estas variantes,
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especialmente si estos individuos se exponen a otros factores medioambientales lesivos.
Teniendo en cuenta el nimero de pacientes tratados con firmacos quimioterapicos en
todo el mundo, es necesaria mas investigacion en este campo para entender la compleja

interaccion entre la predisposicion genética y el desarrollo de MCDQ.

6.3 Impacto de la genética en el pronostico de los pacientes con MCDQ

La presencia de variantes genéticas raras o de TTNvt no influy6 en la FEVI y la clase
funcional de la NYHA en el momento del diagnostico de MCDQ, que fueron similares

en los tres grupos.

Al final del seguimiento s6lo el 50% de los pacientes recuperaron la FEVI. Esta baja tasa
de recuperacion se ha descrito en otras series de MCDQ), y se ha asociado a un efecto
cardiotéxico irreversible de las antraciclinas asi como al tiempo hasta el diagnostico,
cuanto mas tardio el diagnostico y el inicio del tratamiento dirigido de la disfuncion
ventricular, menos probable la recuperacion de la funcion ventricular*’”>!35, En nuestra
cohorte, el 91% de los pacientes recibieron antraciclinas y la mediana de tiempo
transcurrido entre la administracion del tratamiento cardiotoxico y el diagndstico de
MCDAQ (y por tanto el inicio del tratamiento) fue muy larga (3 afios de mediana), lo que

podria explicar nuestros hallazgos.

En relacion con el impacto de la genética en la reversibilidad de la disfuncion ventricular,
la proporcion de pacientes que recuperd la FEVI fue similar entre aquellos que eran

portadores de variantes raras, TTNvt o con resultado genético negativo, recibiendo el
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mismo tratamiento neurohormonal. Este mismo hallazgo se reporté en una cohorte de #
pacientes con MCD alcoholica'!?. Sin embargo, a pesar de que la proporcion de pacientes
que recuperd la FEVI fue independiente de la genética subyacente, aquellos pacientes que
eran portadores de variantes raras y de TTNvt presentaban una FEVI significativamente
mas baja en el ultimo seguimiento que la observada en los pacientes con resultado

genético negativo (38.1 + 13.7% vs 36.8 = 14.2% vs 49.0 = 12.5%).

Estudios iniciales describian un fenotipo mucho mas severo en los pacientes con MCD

asociada a TTNvt comparado con pacientes sin estas mutaciones’>!03

. Las descripciones
de series de pacientes en régimen ambulatorio han permitido conocer que la MCD por
TTNvt no es mas agresiva que otras formas de MCD no isquémica, tiene una forma de
presentacion leve y ademas presenta una mejor tasa de respuesta al tratamiento médico
estandar que otras formas de MCD como las asociadas a mutaciones en el gen LMNA
136,137 Estos hallazgos parecen coincidir con lo observado en nuestra cohorte y en la
cohorte de MCD alcoholica, en las que la presencia de una TTNvt no impide el
remodelado ventricular, si bien en nuestro estudio si se correlaciona con una peor FEVI
al final del seguimiento. Coincidiendo con este hallazgo, los pacientes portadores de
variantes raras y de TTNvt presentaron una mayor frecuencia de fibrilacion auricular!!®,

y los portadores de TTNvt presentaban ademds una mayor frecuencia de ingresos

hospitalarios debidos a IC.

Es importante destacar que en ninguna de las series de MCD se ha evaluado el efecto de
sustancias cardiotdxicas, como los farmacos quimioterdpicos. De hecho, en la actualidad,

la MCDQ es una forma de MCD que no se considera dentro de las posibles cardiopatias
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de origen genético, por lo que suele excluirse de este tipo de cohortes estudiadas
genéticamente. Serdn necesarios nuevos estudios para conocer los efectos de esta

interaccion en el curso y prondstico de estos pacientes.

La frecuencia de trasplante cardiaco (9%), de arritmias ventriculares (7%) y de muerte de
origen cardiolégico (3%) fue alta en esta cohorte y una vez mas no se relacion6 con la
presencia de mutaciones. Muchos de los pacientes de la cohorte fueron reclutados en
unidades de insuficiencia cardiaca, algunos de ellos en evaluacién para trasplante
cardiaco o trasplantados lo que limita la interpretacion del papel de la genética en su

pronostico.

6.4 Implicaciones clinicas

Con el aumento significativo de la supervivencia de los pacientes con cancer, la
morbilidad y la mortalidad relacionadas con los efectos secundarios de los farmacos
antineoplasicos se han convertido en un importante problema de salud®®. La MCDQ es
uno de los efectos adversos con mayor impacto en la supervivencia y calidad de vida de
estos pacientes’?’. Se estima que la incidencia de cardiotoxicidad se acerca a un 5% de
los pacientes que reciben antraciclinas y hasta un 78% de los pacientes que sobreviven al
cancer en edad pediatrica®?’*. La incidencia de MCDQ en pacientes que reciben
trastuzumab oscila entre el 2% y el 8% y se esperan tasas mayores de disfuncion
ventricular con las nuevas terapias dirigidas®’. Un dato muy importante es que la
aparicion de IC, la necesidad de trasplante cardiaco, asi como la muerte pueden ocurrir

muchos afios después de haber completado el tratamiento con quimioterapia, lo cual
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afecta el prondstico de estos pacientes a largo plazo y obliga a un seguimiento

cardiologico estructurado durante muchos afios.

La identificacion de nuevos factores de riesgo genéticos nos brinda una oportunidad para
reconocer a aquellos pacientes con un mayor riesgo de desarrollar una MCDQ y de tener
un peor prondstico. Hoy en dia la estratificacion del riesgo se basa en factores clinicos y

6838 También se han

factores relacionados con el propio tratamiento oncoldgico
propuesto nuevas herramientas que buscan detectar la cardiotoxicidad en fases
subclinicas, como los biomarcadores circulantes (Troponina I y NT-proBNP) y técnicas

de imagen ecocardiografica como el strain!2!138139,

Si bien hemos mejorado la
estratificacion y monitorizacion de los pacientes, asi como la deteccion precoz de la
cardiotoxicidad, todavia no se dispone de unas directrices claras para su prevencion y las
recomendaciones actuales incluyen la disminucion, interrupcién o suspension de la

quimioterapia antes de que se establezca la cardiopatia, con un impacto potencialmente

negativo en el pronostico oncologico del paciente.

Mas alla de la deteccion precoz de la MCDQ, es imprescindible que seamos capaces de
identificar qué pacientes tienen mayor riesgo de desarrollar una MCDQ antes de recibir
el tratamiento con quimioterapia. De esta forma podriamos ofrecer tratamientos

oncologicos personalizados y mitigar los efectos secundarios.

Con este fin, nuestro estudio evalud la presencia de factores de riesgo genéticos que
contribuyeron en la aparicion de la MCDQ en pacientes que habian recibido

quimioterapia. En esta cohorte de 99 pacientes demostramos una alta prevalencia de
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variantes raras en genes asociados con MCD, especialmente TTNvt, lo que sugiere que #
existe una predisposicion genética para el desarrollo de la MCDQ. El rendimiento del
estudio genético mediante NGS en esta cohorte es comparable al demostrado en cohortes
clinicas de MCD. Ademas, la evaluacion familiar llevada a cabo en este estudio permitid
identificar no solo a 7 portadores, sino también a un familiar que tenia MCD. Ademads de
nuestro estudio, se han identificado mutaciones patogénicas en MYH7 y TTN en series de
pacientes con MCDQ o familias que comparten casos de MCD Y MCDQ, apoyando

nuestra hipotesis 125:126:128,

La realizacion de estudios genéticos en pacientes con MCD no isquémica se ha ido
incorporando poco apoco a la practica clinica habitual y se recogen recomendaciones
sobre su realizacion en las guias de practica clinica”. La utilidad de la genética para el
estudio de los familiares en cascada esta claramente establecida’. La incorporacion del
estudio genético en la evaluacion de pacientes con MCDQ requiere un cambio de
paradigma en la mayoria de las unidades de insuficiencia cardiaca. En base a nuestros
resultados, creemos indicada la realizacion sistematica de estudios genéticos dirigidos en
los pacientes con MCDQ. Esta practica nos dard la oportunidad de consolidar los
resultados de este estudio y de incluir la presencia de variantes genéticas en genes

asociados con MCD como un factor de riesgo solido de desarrollar MCDQ.

De establecerse la predisposicion genética como una herramienta para definir a los
pacientes con alto riesgo de desarrollar una MCDQ, se podrian llevar a cabo estudios que

evaluen la eficacia de fArmacos cardioprotectores tanto a nivel profilactico como dirigido
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a la MCDQ establecida, a la ves que se administran esquemas personalizados de #

quimioterapia.

Varios estudios han demostrado una mejora en la FEVI en pacientes con MCDQ
establecida que reciben combinaciones de IECAs/ARAII y betabloqueantes. Estos
tratamientos deben administrarse de forma precoz, incluso en fases subclinicas y titularse
a dosis maximas toleradas por los pacientes?”*’. A pesar de ello, en muchos casos no se
consigue una recuperacion completa de la FEVI. La administracion de carvedilol,
enalapril o candesartdn de forma paralela a la administracion del tratamiento con
quimioterapia, parecia evitar la aparicion de disfuncion ventricular en estos
pacientes?’#344140_Sin embargo, en una cohorte de pacientes tratados con antraciclinas
publicada recientemente no se observo ningun impacto en la incidencia de MCDQ al
comparar el carvedilol frente al placebo*, por lo que el beneficio de tratar a los pacientes

de forma profilactica antes del desarrollo de la MCDQ sigue siendo controvertido.

La incorporacion de la informacion genética podria permitir seleccionar el subgrupo de
pacientes que se beneficie de la administracion preventiva de estos tratamientos con
mejores resultados. Conocer la informacion genética también podria ser util para orientar
la seleccion y la dosis de los fArmacos quimioterapicos. Actualmente se desconoce si el
tratamiento en pacientes portadores de variantes patogénicas causales de MCD antes de
la aparicion de la enfermedad puede ser beneficioso!'®. Establecer si las terapias
preventivas para evitar la MCDQ son utiles en los portadores de mutaciones esta fuera
del alcance de nuestro estudio, pero nuestros resultados podrian establecer las bases para

futuros estudios en este campo.
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6.5 Limitaciones del estudio

La principal limitacion de este estudio es que el reclutamiento de los pacientes fue
retrospectivo. Si bien se intentd completar de forma exhaustiva la informacion del
tratamiento antitumoral recibido por los pacientes, asi como los factores de riesgo
clasicos, el caracter retrospectivo conlleva a la pérdida de informacion sobre otros
factores que hayan podido modular la susceptibilidad de los pacientes para el desarrollo
de la MCDQ, especialmente en aquellos casos en los que los pacientes habian recibido

varios ciclos de tratamiento tanto por recidivas tumorales como por nuevos tumores.

La busqueda de pacientes en el Hospital Puerta de Hierro, Majadahonda, se llevo a cabo
de forma activa y con colaboracién del servicio de oncologia, por lo que se incluy6 todo
el espectro de pacientes. Sin embargo, tanto en este centro como en los demés centros
participantes, los pacientes fueron reclutados en unidades de cardiologia, algunas
dedicadas al manejo de pacientes con IC avanzada. Esto podria condicionar una seleccion
de pacientes con formas de MCD mucho mas severas. Ademads, el tiempo entre el
tratamiento con quimioterapia y el diagnostico de MCDQ podria verse artefactado pues
muchos pacientes pueden haber sido diagnosticados en fases avanzadas de la MCDQ, en
las que se encontraban muy sintomaticos. Por otra parte, la falta de un protocolo
estandarizado de monitorizacion con pruebas de imagen cardiaca de los pacientes
oncologicos antes, durante y después de un tratamiento con quimioterapia, conlleva que
se pudieran haber perdido un numero relevante de casos de MCDQ, sobre todo de
aquellos que han cursado de forma asintomatica. En los ultimos afios, el interés por la
cardiotoxicidad, asi como el desarrollo de unidades especializadas de cardioncologia,

conlleva una mayor deteccion de los casos de MCDQ), incluso en fases subclinicas. Seran
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necesarios nuevos estudios para conocer si se encuentra una predisposicion genética #

también en estos individuos.

Los agentes quimioterdpicos recibidos por esta cohorte son fundamentalmente
antraciclinas y trastuzumab, por lo que los resultados derivados de este estudio no pueden

extrapolarse a otras formas de MCDQ inducida por otros agentes.

Otra limitacion del estudio es que no evaluamos de forma sistematica las dosis recibidas
de tratamiento neurohormonal para IC recibidas por los pacientes, por lo que no podemos
sacar conclusiones sobre el impacto de las variantes genéticas y el tratamiento médico

optimizado en el prondstico de los pacientes.

Finalmente, a pesar de ofrecerse el estudio clinico y genético en cascada a los familiares
de primer grado de todos los pacientes con MCDQ en los que se identificd una variante
rara, no tuvimos acceso a todas las familias, lo cual limit6 la posibilidad de demostrar

cosegregacion familiar en algunas de las variantes.
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7 CONCLUSIONES

1. Las variantes raras en genes relacionados con la MCD, particularmente las TTNvt, se

encuentran asociadas al desarrollo de MCDQ.

2. La prevalencia de variantes raras en genes asociados a MCD, y especificamente, la
prevalencia de TTNvt en la cohorte de pacientes con MCDQ, fue significativamente
mayor a la encontrada en individuos sanos, y similar a la observada en pacientes con

MCD.

3. La presencia de factores de riesgo, las caracteristicas clinicas basales y los esquemas y
dosis de tratamiento antitumoral recibidos entre los pacientes con MCDQ portadores de

variantes raras y aquellos con un estudio genético negativo fueron comparables.

4. La presencia de variantes genéticas se asocio con una mayor frecuencia de fibrilacion
auricular y una peor FEVI en el tlltimo seguimiento. Los portadores de TTNvt presentaron
un mayor numero de ingresos hospitalarios por IC respecto a los pacientes con un

resultado genético negativo.
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8 RESUMEN

Antecedentes:

Los grandes avances en la terapia contra el cancer han conducido a una mejora
significativa en la supervivencia de los pacientes, con un numero cada vez mayor de
“supervivientes al cancer” que se enfrentan a los efectos secundarios de los farmacos
antineoplasicos, siendo la cardiotoxicidad, y especificamente, la miocardiopatia inducida
por quimioterapia (MCDQ), uno de los mas temidos y con mayor impacto en su

pronostico.

La MCDQ se define como la caida de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo
(FEVI) en pacientes expuestos a firmacos antitumorales, con o sin signos y sintomas de
insuficiencia cardiaca (IC), en ausencia de otras causas que puedan explicar la aparicion
de disfuncion ventricular. La prediccion del riesgo de desarrollo de MCDQ es compleja
y actualmente se basa en los factores de riesgo cardiovasculares preexistentes y en los
esquemas de quimioterapia empleados. Sin embargo, estos factores no explican todos los
casos lo que sugiere que existen otros factores de riesgo no identificados que podrian

explicar esta variabilidad en la susceptibilidad.

Objetivos:

Evaluar la contribucion de variantes raras en genes asociados con miocardiopatia dilatada

(MCD) en el desarrollo de la MCDQ.
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Métodos: )

El estudio se llevo a cabo en una cohorte de 99 pacientes (33% varones) con varios tipos
de cancer reclutados de forma retrospectiva en 6 centros europeos. La MCDQ fue definida
como la reduccion de la FEVI >10% con respecto al valor basal, hasta un valor inferior
al 53%, o con una FEVI en el momento del diagnostico <45%, en ausencia de otra causa
alternativa demostrable de disfuncion ventricular distinta del tratamiento antineoplasico.
El diagnéstico se realizd con ecocardiograma y/o ventriculografia isotdpica y fue
independiente de la presencia de sintomas de IC. Se realizo la secuenciacion de un panel
de 49 genes asociados a miocardiopatias, que incluye 9 genes especificos fuertemente
asociados con MCD, mediante técnicas de secuenciacion masiva. Los hallazgos genéticos
se compararon con los encontrados en una cohorte de voluntarios sanos (n=445) y de

individuos con MCD (n=364).

Resultados:

El1 91% de la cohorte total recibid tratamiento con antraciclinas y el 20% fueron tratados
con trastuzumab. La edad media de los pacientes en el momento que recibieron el
tratamiento antineopldsico era de 48.7+17.1 afios. La dosis acumulada normalizada de

antraciclina fue menor de 400 mg/m?en el 93.9% de la cohorte.

Se demostro una prevalencia de variantes raras en los 9 genes fuertemente asociados con
MCD del 15%, significativamente mayor a la observada en la cohorte de voluntarios
sanos (2.9%, P<0.001) pero similar a la observada en pacientes con MCD (72, 19.7%;
P=0.38). Las variantes con mayor representacion fueron las variantes de truncamiento en
el gen que codifica para la titina (TTNvt), con una prevalencia del 10.1%, similar a la de

los pacientes con MCD (12.1%, p=0.72) pero significativamente mayor que en los
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individuos sanos (0.7%, P<0.001). Las TTNvt identificadas en los pacientes con MCDQ
afectan exones expresados de forma constitutiva en el corazon, fundamentalmente a
aquellos que codifican la Banda-A de la titina, caracteristicas que comparten con las

variantes descritas en grandes cohortes de MCD.

No hubo diferencias en las caracteristicas basales, en los FRCV, ni en los esquemas de
tratamiento entre los pacientes. E1 50% de los pacientes recuperaron la FEVI, pero los
pacientes con TTNvt tuvieron mas hospitalizaciones por IC, fibrilacion auricular y una
FEVI final mas deprimida con respecto a los no portadores (FEVI ultima evaluacion 37%

en portadores de TTNvt vs 49% en pacientes con estudio genético negativo, p=0.02).

Conclusion:

En esta cohorte de pacientes con MCDQ existe una prevalencia significativamente alta
de variantes raras en genes que se asocian de forma soélida al desarrollo de MCD,
particularmente TTNvt. Estos hallazgos indican que las variantes genéticas contribuyen
en la susceptibilidad individual para el desarrollo de esta forma de MCD, especialmente
entre los pacientes tratados con antraciclinas y trastuzumab. En base a nuestros resultados
proponemos que la MCDQ se produciria como consecuencia de la interaccidon entre un
factor ambiental (quimioterapia) y un corazén predispuesto genéticamente. La
identificacion de nuevos factores de riesgo genéticos nos ofrece nuevas oportunidades

para reconocer a los pacientes de alto riesgo y ofrecerles un tratamiento personalizado.
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10 ANEXOS

Anexo 1. Analisis de datos de variantes del estudio

Secuenciacion NGS

Las muestras de ADN en este estudio se secuenciaron usando el kit [lumina TruSight
Cardio Sequencing (que incluye 174 genes asociados con enfermedades cardiacas
hereditarias'!’, en la plataforma Illumina NextSeq, o utilizando un panel Agilent
SureSelect personalizado con contenido similar y secuenciado en la plataforma Life

Technologies SOLID 5500x1, tal como se ha descrito previamente!%.

Las bibliotecas de ADN fueron preparadas con el kit TruSight Cardio (Illumina) y se
secuenciaron con lecturas de 150 pares de bases en la plataforma NextSeq v2 (Illumina).
El andlisis de los datos de secuenciacion se realizod con el software NextSeq Control o
Bcl2FastQ conversion 2.161'41142 y los archivos FastQ resultantes sujetos al control de
calidad con FastQC'# v.0.10.14. Las lecturas de baja calidad (Q<20, tamafio de ventana
5) se eliminaron usando PrinSeq'#* v0.20.4, y las secuencias se alinearon con el genoma
de referencia HG19 utilizando BWA!# v0.7.10. Picard!#¢ v1.115 y GATK9'% v3.2-2 se
usaron para marcar lecturas duplicadas y realizar una realineacion local en torno a indels
y recalibracion basal. Las bases cubiertas por al menos 10 lecturas, con una calidad de
correlaciéon >10 y calidad de base > 20 se denominaron como “invocables”, es decir,
cubiertas adecuadamente para la anotacion de variantes con los parametros GATK
recomendados. La anotacion de variantes se realizd conjuntamente con GATK

HaplotypeCaller.
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Para las muestras analizadas utilizando SOLiD5500XL, las bibliotecas de ADN se #
prepararon de acuerdo con los protocolos de los fabricantes antes de realizar la
secuenciacion por pares. Las lecturas de SOLID se alinearon en el espacio de color
utilizando el pipeline LifeScopeTM v2.5.1 “Targeted re-sequencing”!*¥. La Herramienta
SOLiD Accuracy Enhancement Tool (SAET) se utilizé para mejorar la precision de las
anotaciones de color antes del mapeo. Las variantes fueron anotadas por los paquetes
diBayes y Smalllndel, en el software LifeScope, asi como por GATK UnifiedGenotyper.
Las bases cubiertas por al menos 10 lecturas con una calidad de mapeo > 10 y calidad de

base > 20 se designaron como “invocables”.

Para todas las muestras, las variantes fueron anotadas con Variant Effect Predictor
(VEP)!*y de acuerdo con trascripciones definidas para cada gen (ver tabla) con variantes
de truncamiento definidas como aquellas que dan como resultado mutaciones sin sentido
(nonsense), frameshift o mutaciones en sitios esenciales de empalme (consecuencias de
VEP: variante frameshift, stop gained, variantes aceptoras y donadoras de splicing) y
variantes no truncadas, definidas como las que dan como resultado variantes missense,
delecciones e inserciones dentro el marco de lectura. Los casos utilizados en los test de
carga se emparejaron por etnia: se seleccionaron aquellos auto informados como raza
caucésica y confirmados por andlisis de componentes principales (PCA), analizados
utilizando PLINK v1.9 y HapMap3 como conjunto de datos de referencia. Todas las

muestras que resultaron fuera del grupo caucasico se eliminaron de un analisis posterior.
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Genes Transcripcion

ABCC9 ENST00000261201
ACTAI ENST00000366684
ACTC1 ENST00000290378
ACTN2 ENST00000366578
ALMSI1 ENST00000264448
ANKRDI1 ENST00000371697
BAG3 ENST00000369085
CRYAB ENST00000526180
CSRP3 ENST00000533783
CTF1 ENST00000279804
DES ENST00000373960
DMD ENST00000357033
DNAJC19  ENST00000382564
DOLK ENST00000372586
DSC2 ENST00000280904
DSG2 ENST00000261590
DSP ENST00000379802
DTNA ENST00000348997
EMD ENST00000369842
EYA4 ENST00000367895
FHL2 ENST00000358129
FKRP ENST00000391909
FKTN ENST00000223528
GATADI ENST00000287957
HADHA ENST00000380649
HFE ENST00000357618
ILK ENST00000299421
JUP ENST00000393930
LAMA2 ENST00000421865
LAMA4 ENST00000424408
LAMP2 ENST00000200639
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Genes Transcripcion

LDB3 ENST00000361373
LMNA ENST00000368300
MURC ENST00000307584
MYBPC3 ENST00000545968
MYH6 ENST00000356287
MYH?7 ENST00000355349
MYPN ENST00000358913
NEXN ENST00000334785
NPPA ENST00000376480
PDLIM3 ENST00000284770
PKP2 ENST00000070846
PLN ENST00000357525
PRDM16 ENST00000270722
RBM20 ENST00000369519
SCNSA ENST00000333535
SDHA ENST00000264932
SGCB ENST00000381431
SGCD ENST00000337851
SGCG ENST00000218867
TAZ ENST00000299328
TBX20 ENST00000408931
TCAP ENST00000309889
TMPO ENST00000266732
TNNCI1 ENST00000232975
TNNI3 ENST00000344887
TNNT2 ENST00000367318
TPM1 ENST00000403994
TTN ENST00000589042
TXNRD2 ENST00000400521
VCL ENST00000211998



Anexo 2. Caracteristicas clinicas basales, en el diagndstico y en el seguimiento de los

pacientes con miocardiopatia por quimioterapia (n=99).

Caracteristicas clinicas basales

Varon - n (%) 33 (33)
Historia familiar de MCD - n (%) 3(3)

Historia familiar de MS - n (%) 4(4)

Tabaco - n (%) 33 (33)
Hipertension arterial - n (%) 29 (29)
Hipercolesterolemia - n (%) 27 (27)
Diabetes mellitus - n (%) 20 (20)

Enfermedad tumoral - n (%)

Céncer de mama 51(51)
Linfoma de Hodgkin 5(5)
Linfoma no Hodgkin 25 (25)
Mieloma 2(2)
Otros tumores hematologicos 6 (6)
Otros tumores so6lidos 10 (10)

Tratamiento oncoldgico - n (%)

Antraciclina 91 (91)
AntiHER2 20 (20)
TKIs 303)
Mtors 303)
Dosis acumulada de antraciclina # mg/m2 300.7 + 153.2
RT en torax (izquierdo) - n (%) 27 (28)
RT en mediastino - n (%) 5(0)
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Edad inicio quimioterapia - afios

48.7 +17.06
Min-max [2 - 77]

Clase funcional NYHA I-II antes de la QT - n (%) 90 (96)
FEVI antes de la QT, % 62.09 + 5.35
Caracteristicas clinicas en el diagndstico de MCDQ

53.91 +£15.02

Edad al diagnostico de MCDQ - afios

Min-max [3 - 78]

Tiempo desde la QT al diagndstico de MCDQ -

afios 3(1-9)
FEVI, % 33.01 £9.98
Clase funcional NYHA II-IV - n (%) 44 (44)
NT-ProBNP, pg/ml 3212
Fibrilacion auricular en el ECG - n (%) 909
BRI en el ECG - n (%) 14 (14)
Seguimiento
Clase funcional NYHA II-1V - n (%) 21 (21)
FEVI final, % 47.32+13.20
Recuperacion de la FEVIY, n (%) 50 (50)
Fibrilacién auricular - n (%) 15 (15)
Arritmias ventriculares - n (%) 909)
Hospitalizacion por IC - n (%) 47 (47)
Trasplante cardiaco - n (%) 909)
MS recuperada - n (%) 7(7)
Implante de DAI +/- RSC - n (%) 17 (17)
Muerte de origen cardiaco - n (%) 3(3)
Muerte de origen no cardiaco, n (%) 2(2)
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Datos expresados como numero total (%) o media + desviacion estandar, excepto el

tiempo desde la QT al diagnéstico que se expresa como mediana (Q1-Q3).

MCD: miocardiopatia dilatada; MS: muerte stubita; HER2: receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano; TKI: inhibidor de la tirosin kinasa; mTOR: diana de
rapamicina en células de mamifero; RT: radioterapia; NYHA: New York Heart
Association; FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo, QT: quimioterapia,
MCDQ: miocardiopatia asociada a quimioterapia; BRI: bloqueo de rama izquierda; IC:
insuficiencia cardiaca; DAI: desfibrilador automatico implantable; CRT: resincronizador
cardiaco. # Dosis normalizada de antraciclina!?’. q La recuperacion de la FEVI se definié
como un aumento absoluto de la FEVI >5% con una FEVI final >50% (o un aumento de

la FEVI hasta el valor previo al diagnéstico.
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Anexo 3. Prevalencia de variantes raras en 49 genes asociados a miocardiopatia en la cohorte de miocardiopatia dilatada por

quimioterapia, miocardiopatia dilatada y voluntarios sanos.

MCDQ MCD Voluntarios sanos MCDQ vs MCDQ vs MCD vs
Gen (n=99) (n=364) (n=445) MCD* Voluntarios sanos” Voluntarios sanos”
ABCCY 0 (0%) 2 (0.5%) 4 (0.9%) 1 1 0.7
ACTC1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) n/d n/d n/d
ALMS1 8 (8.1%) 17 (4.7%) 27 (6.1%) 0.21 0.5 0.44
ANKRDI 0 (0%) 2 (0.5%) 0 (0%) | n/d 0.2
BAG3 2 (2%) 1(0.3%) 2 (0.4%) 0.12 0.15 |
CAV3 1 (1%) 0 (0%) 1(0.2%) 0.21 0.33 |
CRYAB 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) n/d n/d n/d
CSRP3 0 (0%) 1(0.3%) 0 (0%) | n/d 0.45
DES 2 (2%) 7 (1.9%) 4 (0.9%) | 0.3 0.24
DMD 3 (3%) 7 (1.9%) 5(1.1%) 0.45 0.16 0.39
DNAJC19 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) n/d n/d n/d
DSG2 0 (0%) 4 (1.1%) 4 (0.9%) 0.58 | |
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DSP
DTNA
EMD
EYA4
FKRP
FKTN
FXN
HADHA
HFE
ILK
LAMA2
LAMA¢4
LAMP2
LDB3
LMNA
MYBPC3

MYHG6

6 (6.1%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
2 (2%)
1 (1%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
3 (3%)
2 (2%)
0 (0%)
1 (1%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (1%)

11 (3%)
1(0.3%)
1(0.3%)
2 (0.5%)
1(0.3%)
1(0.3%)
2 (0.5%)
3 (0.8%)
3 (0.8%)
2 (0.5%)
22 (6%)
7 (1.9%)
0 (0%)
5 (1.4%)
6 (1.6%)
12 (3.3%)
5 (1.4%)

15 (3.4%)
3 (0.7%)
0 (0%)
5(1.1%)
1(0.2%)
3 (0.7%)
1(0.2%)
1(0.2%)
3 (0.7%)
2 (0.4%)
19 (4.3%)
4(0.9%)
1(0.2%)
2 (0.4%)
1(0.2%)
6 (1.3%)
9 (2%)

144 $

0.22

0.12
0.38

0.32

n/d

0.35
0.079

0.24

n/d
0.59
0.087
0.55

0.78
0.3

0.45

0.6
0.7

0.84
0.63
0.45
0.47

0.63
0.59
0.33

0.26
0.24

0.25
0.05
0.091
0.59



MYH?7
NEXN
PDLIM3
PLN
RBM20
SCNSA
SDHA
SGCB
SGCD
SGCG
TAZ
TBX20
TCAP
TMPO
TNNC1
TNNI3

TNNT2

3 (3%)
2 (2%)
1 (1%)
0 (0%)
3 (3%)
1 (1%)
1 (1%)
0 (0%)
0 (0%)
3 (3%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (1%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

14 (3.8%)
8 (2.2%)
2 (0.5%)
0 (0%)
11 (3%)
7 (1.9%)
6 (1.6%)
1(0.3%)
0 (0%)
0 (0%)
1(0.3%)
1(0.3%)
1(0.3%)
0 (0%)
0 (0%)
1(0.3%)
6 (1.6%)

8 (1.8%)
5 (1.1%)
3 (0.7%)
0 (0%)
7 (1.6%)
6 (1.3%)
2 (0.4%)
2 (0.4%)
1(0.2%)
1(0.2%)
1(0.2%)
1(0.2%)
0 (0%)
1(0.2%)
0 (0%)
2 (0.4%)
0 (0%)

145 $

0.51
n/d

n/d
0.0095

0.38
n/d
n/d

0.35

0.43
0.62
0.55
n/d
0.4

0.45

0.18

n/d

n/d

0.085
0.27

n/d

0.23

0.58
0.15

0.45

n/d

0.0082



TPMI 1 (1%) 0 (0%) 3(0.7%) 0.21 0.55 0.26

TTN 10 (10.1%) 44 (12.1%) 3 (0.7%) 0.72 4.7e-06 6.2e-13
VCL 1 (1%) 2 (0.5%) 8 (1.8%) 0.51 1 0.2
Todos los genes
37 (37.4%) 140 (38.4%) 141 (31.7%) 0.91 0.29 0.054
excepto TTN
Todos los genes 44 (44.4%) 170 (46.6%) 144 (32.4%) 0.73 0.026 4.8e-05

Las variantes no truncadoras en TTN se excluyeron de este andlisis. Para todos los demas genes, se han incluido variantes de truncamiento y

no truncadoras. * Valores de p calculados usando la prueba exacta de Fisher.
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Anexo 4. Prevalencia de variantes raras en 49 genes asociados a miocardiopatia de acuerdo con el tipo de variante por cada gen, en la

cohorte de MCDQ, MCD y voluntarios sanos.

MCDQ MCD Voluntarios sanos MCDQ vs MCDQ vs MCD vs
Gen (n=99) (n=364) (n=445) MCD* Voluntarios sanos” Voluntarios sanos”
ABCC9 _non_TV 0 (0%) 2 (0.5%) 4(0.9%) 1 1 0.7
ACTC1_TV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) n/d n/d n/d
ACTC1_non_TV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) n/d n/d n/d
ALMS1_TV 3 (3%) 3 (0.8%) 4 (0.9%) 0.11 0.12 |
ALMS1_non_TV 5 (5.1%) 14 (3.8%) 23 (5.2%) 0.57 | 0.4
ANKRDI1_TV 0 (0%) 1(0.3%) 0 (0%) | n/d 0.45
ANKRD1_non_TV 0 (0%) 1(0.3%) 0 (0%) | n/d 0.45
BAG3 TV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) n/d n/d n/d
BAG3 non_TV 2 (2%) 1(0.3%) 2 (0.4%) 0.12 0.15 |
CAV3 TV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) n/d n/d n/d
CAV3 non_TV 1 (1%) 0 (0%) 1(0.2%) 0.21 0.33 |
CRYAB_TV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) n/d n/d n/d
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CRYAB_non_TV
CSRP3_TV
CSRP3_non_TV
DES TV
DES non_TV
DMD_TV
DMD non_TV
DNAJC19_TV
DNAJC19 _non_TV
DSG2_TV
DSG2_non_TV
DSP_TV
DSP_non_TV
DTNA_TV
DTNA _non_TV
EMD TV

EMD _non_TV

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
2 (2%)
0 (0%)
3 (3%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

6 (6.1%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)
0 (0%)
1(0.3%)
0 (0%)
7 (1.9%)
0 (0%)
7 (1.9%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
4 (1.1%)
3 (0.8%)
9 (2.5%)
0 (0%)
1(0.3%)
0 (0%)
1(0.3%)

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

4 (0.9%)
0 (0%)

5 (1.1%)
0 (0%)
0 (0%)

1(0.2%)

3 (0.7%)
0 (0%)

15 (3.4%)
0 (0%)

3 (0.7%)
0 (0%)
0 (0%)

148 $

n/d
n/d

n/d

n/d
0.45
n/d
n/d
n/d
0.58

0.1
n/d

n/d

n/d
n/d
n/d
n/d
0.3
n/d
0.16
n/d
n/d

n/d
0.24
n/d

n/d
n/d

n/d
n/d
0.45
n/d
0.24
n/d
0.39
n/d
n/d

0.71
0.091
0.53
n/d
0.63
n/d
0.45



EYA4 TV
EYA4 non_TV
FKRP_TV
FKRP _non_TV
FKTN_TV
FKTN_non_TV
FXN_TV
FXN _non_TV
HADHA_TV
HADHA non_TV
HFE_TV
HFE_non_TV
ILK TV
ILK non TV
LAMA2 TV
LAMA2 non_TV

LAMA4_TV

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
2 (2%)
0 (0%)
1 (1%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
3 (3%)
0 (0%)

0 (0%)
2 (0.5%)
0 (0%)
1(0.3%)
0 (0%)
1(0.3%)
0 (0%)
2 (0.5%)
0 (0%)
3 (0.8%)
0 (0%)
3 (0.8%)
0 (0%)
2 (0.5%)
1(0.3%)
21 (5.8%)
0 (0%)

1(0.2%)
4 (0.9%)
0 (0%)
1(0.2%)
1(0.2%)
2 (0.4%)
0 (0%)
1(0.2%)
1(0.2%)
0 (0%)
1(0.2%)
2 (0.4%)
0 (0%)
2 (0.4%)
1(0.2%)
18 (4%)
0 (0%)

149 $

n/d

n/d

0.12

n/d

0.38

n/d

n/d

n/d

n/d

0.44
n/d

n/d
0.087

0.45
n/d

0.78
n/d

0.7
n/d

n/d
0.59

0.091

0.66

n/d

0.32
n/d



LAMA4 non_TV
LAMP2_TV
LAMP2 non_TV
LDB3 TV
LDB3_non_TV
LMNA TV
LMNA_non_TV
MYBPC3_TV
MYBPC3 _non_TV
MYH6_TV
MYH6_non_TV
MYH7_TV
MYH7 _non_TV
NEXN_TV
NEXN_non_TV
PDLIM3 TV

PDLIM3 non_TV

2 (2%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (1%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (1%)
0 (0%)
3 (3%)
0 (0%)
2 (2%)
0 (0%)
1 (1%)

7 (1.9%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

5 (1.4%)

3 (0.8%)

3 (0.8%)
0 (0%)

12 (3.3%)
0 (0%)

5 (1.4%)

2 (0.5%)

12 (3.3%)
0 (0%)

8 (2.2%)
0 (0%)

2 (0.5%)

4 (0.9%)
0 (0%)
1(0.2%)
0 (0%)
2 (0.4%)
0 (0%)
1(0.2%)
0 (0%)
6 (1.3%)
0 (0%)
9 (2%)
2 (0.4%)
6 (1.3%)
1(0.2%)
4 (0.9%)
0 (0%)
3 (0.7%)

150 $

n/d
n/d
n/d

n/d
0.079
n/d

n/d

n/d
0.51

0.3
n/d

n/d
0.45
n/d

n/d
0.6
n/d
0.7

0.21

0.3

n/d
0.55

0.24
n/d

n/d
0.25
0.091
0.33
n/d
0.091
n/d
0.59

0.091

0.15
n/d



PLN TV
PLN non_ TV
RBM20_TV
RBM20_non_TV
SCNSA_TV
SCNSA _non_TV
SDHA_TV
SDHA non_TV
SGCB_TV
SGCB_non_TV
SGCD_TV
SGCD_non_TV
SGCG_TV
SGCG_non_TV
TAZ_TV
TAZ non_TV

TBX20 TV

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
3 (3%)
0 (0%)
1 (1%)
1 (1%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
3 (3%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)
0 (0%)
2 (0.5%)
9 (2.5%)
0 (0%)
7 (1.9%)
1(0.3%)
5 (1.4%)
0 (0%)
1(0.3%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
1(0.3%)
0 (0%)

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

7 (1.6%)

1(0.2%)

5 (1.1%)
0 (0%)

2 (0.4%)
0 (0%)

2 (0.4%)
0 (0%)

1(0.2%)
0 (0%)

1(0.2%)
0 (0%)

1(0.2%)
0 (0%)

1519

n/d
n/d

0.72
n/d

0.38
0.59
n/d

n/d
n/d
n/d
0.0095
n/d

n/d

n/d

n/d

n/d

0.4

0.18

n/d

n/d

n/d

0.02

n/d

n/d

n/d
n/d
0.2
0.45

0.39

0.45

0.25

n/d

n/d

n/d

n/d

n/d



TBX20 non_TV
TCAP_TV
TCAP_non_TV
TMPO_TV
TMPO_non_TV
TNNC1_TV
TNNC1_non_TV
TNNI3_TV
TNNI3 _non_TV
TNNT2_TV
TNNT2_non_TV
TPM1_TV
TPM1_non_TV
TTN_TV
VCL_TV

VCL_non_TV

0 (0%)
0 (0%)
1 (1%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

1 (1%)
10 (10.1%)
0 (0%)

1 (1%)

1(0.3%)
0 (0%)
1(0.3%)
0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)
1(0.3%)
0 (0%)

6 (1.6%)
0 (0%)

0 (0%)
44 (12.1%)
0 (0%)

2 (0.5%)

1(0.2%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

1(0.2%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

2 (0.4%)
0 (0%)
0 (0%)

1(0.2%)

2 (0.4%)

3 (0.7%)
0 (0%)

8 (1.8%)

152'%

n/d
0.38
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d

n/d
0.35
n/d
0.21
0.72
n/d
0.51

n/d
0.18
n/d

n/d
n/d
n/d

n/d
n/d

0.45
4.7e-06
n/d

n/d
0.45
n/d

n/d
n/d
n/d

n/d
0.0082

0.5
6.2e-13
n/d
0.2



Todos los genes
37 (37.4%) 140 (38.4%) 141 (31.7%) 0.91 0.29 0.054
excepto TTN

Todos los genes 44 (44.4%) 170 (46.6%) 144 (32.4%) 0.73 0.026 4.8¢-05

* Valores de p calculados usando la prueba exacta de Fisher. $
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Anexo 5. Arboles familiares de los pacientes con MCDQ portadores de variantes

raras en genes asociados con MCD.

Los cuadrados y los circulos indican sujetos masculinos y femeninos, respectivamente.
La flecha senala el caso indice. Los simbolos con una barra oblicua indican los familiares
fallecidos. Los simbolos que contienen un punto son portadores que no presentan la
enfermedad. Los simbolos rellenos son los individuos que presentan el fenotipo. Los
simbolos que contienen una "N" son los no portadores no afectados. El + en la parte
superior derecha del simbolo, significa que es portador de mutacién, el - que no es
portador. Las edades indicadas se refieren a la edad en el momento de la ultima

evaluacion.

Edad QT indica la edad de inicio del tratamiento con quimioterapia; MCD indica la edad
en el diagnostico de la miocardiopatia dilatada; TC indica la edad en la que se realiz6 el

trasplanta cardiaco; CAD indica enfermedad coronaria.

154



I.1 1.2
+
II.1 1.2 I1.3 1.4 I1.5 1.6
65a
Edad QT 52 a
MCD 55 a
TC 57a .
Familia 1
+ TTN ¢.85768C>T; p.Arg28590Ter
-
III.1
4] a

155



T

JZI’—

—

I.1 1.2 1.3 1.4
1.1 1.2 I1.3 11.4 IL.5 1.6 11.7
ﬁ - 6 +
L1 O —Q |

II.1 I1I1.2 I11.3 111.4 I1L.5 I11.6 111.7
67 a 63 a
CAD Edad QT 38 a
MCD 46 a
F Tia 2 TC52a

amila O

TTN ¢.66240delA; p.Asp22081MetfsTer31 V.1

156

Iv.2

I11.8



I.1 1.2
1.2 IL.3 1L.4 L5 IL6 1.7 1.8
70 a
Edad QT 60 a
MCD 61 a
! + “f’
I1I.1 1I1.2 111.3
37a 39a
MCD 39 a
(J) (!) Familia 3
TTN ¢.100731dupA; p.Ser33578IlefsTer15
V.1 Iv.2

157



1.2

5

L3 1.4

P

I1.9 .10 1IL11 mi2 IL.13

|0
III.1 1I1.2 111.3
64 a
Edad QT 53 a
MCD 53 a
V.1 Iv.2
36a 32a

158

I11.4

Familia 4

TTN ¢.13141G>T ; p. Glu4381Ter



IL.5

0

1.7

1.1 12
O——l®! é) ' |:|——cl>
1.1 12 113 11.4
70 a
Edad QT 56 a
MCD 56 a
II1.1 111.2 II1.3 111.4 II1.5 II1.6
Familia 5
(g g) TTN ¢.101638G>T ; p.Glu33880Ter
v V.2

159

I11.8



1.2

II.1

I11.1
25a

1.2

56 a

Edad QT 51 a
MCD 52 a

160

1.3

Familia 6

MYH?7 ¢.5507C>T; p.S1836L



Circulation

ORIGINAL RESEARCH ARTICLE

Anexo 6. Publicacion en la literatura cientifica de los resultados de esta tesis. &

G d

Genetic Variants Associated With Cancer
Therapy-Induced Cardiomyopathy

BACKGROUND: Cancer therapy-induced cardiomyopathy (CCM) is
associated with cumulative drug exposures and preexisting cardiovascular
disorders. These parameters incompletely account for substantial
interindividual susceptibility to CCM. We hypothesized that rare variants
in cardiomyopathy genes contribute to CCM.

METHODS: We studied 213 patients with CCM from 3 cohorts:
retrospectively recruited adults with diverse cancers (n=99),

prospectively phenotyped adults with breast cancer (n=73), and
prospectively phenotyped children with acute myeloid leukemia (n=41).
Cardiomyopathy genes, including 9 prespecified genes, were sequenced.
The prevalence of rare variants was compared between CCM cohorts

and The Cancer Genome Atlas participants (n=2053), healthy volunteers
(n=445), and an ancestry-matched reference population. Clinical
characteristics and outcomes were assessed and stratified by genotypes. A
prevalent CCM genotype was modeled in anthracycline-treated mice.

RESULTS: CCM was diagnosed 0.4 to 9 years after chemotherapy; 90%

of these patients received anthracyclines. Adult patients with CCM had
cardiovascular risk factors similar to the US population. Among 9 prioritized
genes, patients with CCM had more rare protein-altering variants than
comparative cohorts (P<1.98e-04). Titin-truncating variants (TTNtvs)
predominated, occurring in 7.5% of patients with CCM versus 1.1% of The
Cancer Genome Atlas participants (P=7.36e-08), 0.7 % of healthy volunteers
(P=3.42e—06), and 0.6% of the reference population (P=5.87e—14). Adult
patients who had CCM with TTNtvs experienced more heart failure and
atrial fibrillation (P=0.003) and impaired myocardial recovery (P=0.03) than
those without. Consistent with human data, anthracycline-treated TTNtv
mice and isolated TTNtv cardiomyocytes showed sustained contractile
dysfunction unlike wild-type (P=0.0004 and P<0.002, respectively).

CONCLUSIONS: Unrecognized rare variants in cardiomyopathy-associated
genes, particularly TTNtvs, increased the risk for CCM in children and adults,
and adverse cardiac events in adults. Genotype, along with cumulative
chemotherapy dosage and traditional cardiovascular risk factors, improves the
identification of patients who have cancer at highest risk for CCM.

CLINICAL TRIAL REGISTRATION: URL: https:/www.clinicaltrials.gov.
Unique identifiers: NCT01173341; AAML1031; NCT01371981.

Circulation. 2019;140:31-41. DOI: 10.1161/CIRCULATIONAHA. 118.037934
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Clinical Perspective

What Is New?

* This is the first study to consider the association
between rare genetic variants in a large set of car-
diomyopathy genes and the occurrence of cancer
therapy—induced cardiomyopathy (CCM).

We demonstrated an increased prevalence of rare
variants in cardiomyopathy genes, in particular,
truncating variants in the TTN gene, in adult and
pediatric patients who have cancer with CCM.

We confirmed human genetic data with experi-
mental analyses, showing that anthracydines
induced protracted left ventricular dysfunction in
mice with titin-truncating variants, but not in wild-

type mice.

What Are the Clinical Implications?

Our findings show that variants in cardiomyopa-
thy genes contribute to CCM susceptibility among
adult and pediatric patients with cancer.

The identification of genetic risk factors opens new
opportunities to define patients at high risk for
CCM and associated adverse outcomes.

Future investigations to define patients who have
cancer with high risk for CCM through genetic test-
ing can assess the efficacy of prophylactic cardio-
protective drugs and treatment regimens to reduce
CCM while providing effective cancer therapy.

led to major improvements in long-term survival
for many malignancies, but also to unintended
side effects, including cardiotoxicity.’* Cancer therapy—
induced cardiomyopathy (CCM), identified as reduced
left ventricular ejection fraction (LVEF) with or without
signs and symptoms of overt heart failure,® can oc-
cur during, shortly after, or many years beyond cancer
treatments and affects the long-term prognosis of pa-
tients.’ 4>
Anthracyclines, which are commonly used to treat
both solid tumors and hematologic malignancies in
children and adults,” cause cardiotoxicity in up to 10%
of patients with cumulative dosages of 250 mg/m? but
in 65% of patients receiving cumulative dosages >550
mg/m?.5 Combining anthracyclines with other thera-
pies, such as trastuzumab (an antibody targeting HER-
2), can provoke greater cardiotoxicity with depressed
LVEF occurring in =18% to 34% of treated individu-
als, and severe, symptomatic heart failure in 2% to
4% 27 Additional clinical parameters are recognized to
contribute to CCM, including female sex, extremes of
age, and preexisting cardiac risk factors.? Even when
accounting for these factors, predicting individual sus-
ceptibility to CCM remains challenging.

COnsiderable advances in cancer therapies have
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Several candidate gene and genome-wide association
studies have identified common genetic variants that are
associated with CCM through candidate gene analyses
and genome-wide association studies.>®'? Although
a recent systemic literature review concluded that the
overall evidence supporting variant associations with
CCM was limited, genetic data were robust for one in-
tergenic variant (rs28714259) and variants in proximity
to 4 other genes.'? Rare variants in genes that cause
familial cardiomyopathies'® have also been identified
in several small case series and isolated patients with
CCM“IBJ 517

To better understand the clinical and genetic deter-
minants in CCM, we studied 3 CCM cohorts compris-
ing adult and pediatric patients with diverse malignan-
cies, of whom 90% received anthracyclines. We then
corroborated our human findings through cardiac
phenotyping of anthracycline-treated mice. From these
analyses, we demonstrate the direct and prevalent in-
volvement of variants in genes associated with dilated
cardiomyopathy and, in particular, titin-truncating vari-
ants (TTNtvs) in CCM.

METHODS

The data that support the findings of this study are available
within the article, the online supplementary files, and pub-
licly available databases. Additional requests, from qualified
researchers frained in human subject confidentiality proto-
cols, for anonymized data may be sent to the corresponding
authors.

CCM Cohorts, Healthy Volunteer, and

Population Controls
Research protocols were reviewed and approved by the insti-
tutional ethics board at each participating site. Adult patients
with CCM (cohorts A and B), parents of minor patients with
CCM (cohort C), and healthy volunteers provided written
informed consent. Cohort A includes non-Finnish European
patients with CCM retrospectively collacted from 6 European
heart failure or cardiac transplantation clinics in Spain and the
United Kingdom. Cohort B includes prospectively enrolled
patients with breast cancer, participating in cardiotoxicity
studies of cancer treatments (clinicaltrials.gov NCT01173341).
Cohort C includes pediatric patients with newly diagnosed
acute myeloid leukemia, enrolled in a clinical therapy trial ther-
apy (AAML1031; clinicaltrials.gov NCT01371981). Cohorts B
and C are US patients with non-Finnish European, African,
or Asian ancestry, who had prespecified dinical assessments
with cardiac imaging (echocardiograms or multigatad acquisi-
tion scans) before, during, and after chemotherapy. Table 1
provides additional demographic profiles on these cohorts.
CCMwas diagnosed irrespactive of symptoms based on LVEF
to <50 (cohort B) or <53% (cohorts A and CP'%' and 210%
reduction from baseline by echocardiography or <50% and
>10% reduction from baseline by radionudlide ventriculography,
in the absence of established coronary artery disease, cardiomy-
opathy, primary valvular disease, or uncontrolled hypertension.

Circulation. 2019;140:31-41. DOI: 10.1161/CIRCULATIONAHA. 118.037934
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Table 1. Clinical Characteristics at Baseline and Follow-Up in Patients With CCM in Study Cohorts

Characteristics Cohort A (n=99) Cohort B (n=73) Cohort C (n=41)
Baseline
Age at chemotherapy onset, y ABT£171 49 6+10.8 108256
Male sex, n (%) 33(33 oios 17 4105
Family history of cardiomyopathy, n (%) 3(3) 0 MA
Ethnicity, n (%)
White 99 (1000§ 46 (63)§ 25(61)§
Black 010§ 23 (32)§ 9(22)§
Asian oio)s 4(5)5 375
Others o0 005 410§
Comorbidities, n (%)
Current or past smokers 33(33) 25(34) 0(m
Hypertension 29(29) 29 (29) oo
Hypercholesterolemia 2727 17 (23) o(m
Diabates mallitus 20(20) 700 0o
Oncological disease, n (%)
Breast cancer 51(52)& 73 (10008 00
Hematological malignancy 38(38)% 0i0g 41 (10005
Other solid tumor 10{10)§ 00§ 0 (D&
Exposure to anthracycline, n (%) 91(91) 58 (79) 41 (100
Cumulative anthracycline dose,* ma/m? 300.7£153.2 240=0 488 3+23.4
Exposure to anti-HERZ, n (%) 2002005 36 (49)5 0{0g
Radiation therapy to chest, n (%) 32(32)8 47 (641§ 0(0)g
LVEF before chemotherapy,t % 62.1£5.45 55.0+4.7§ 64 5+5.8§%
At CCM diagnosis
Time from chemotherapy to diagnosis, y 3(1-9)§ 0.7{0.4-1.2)5 0.3(02-0.4)5
LVEF at CCM diagnosis, % 33.0£10.05 4152555 44 8675
NYHA functional class IV, n (%) 44 (a4)8 1(1.3)5 NAG
Follow-up
Dwration of follow-up, y 41(1-7)§ 1.7{0.7-3.3)5 23(1.1-3.2)5
Final LVEF, % 47.3+13.2 493=832 54.8£13.0
L\VEF racovery & n (%!} 50 (50) 33 (45) 28 (68)
Cardiac transplantation, n (%) 9(9) 0o 0(m
Cardiac death, n (%) 33 00 2(5)

Data are expressed as numbers (3&) or mean+5D, except for time from chemotherapy to cardictoxicity diagnosis and duration of
follow-up, which are expressed as median (Q1-03). Comorbidities are those present at diagnosis of CCM. Patient characteristics
which are significantly different (adjusted Pvalue <0.05 using Fisher axact test for categorical variables and Welch t fest for
continuous variables) between adult cohorts A and B are shown in bold. CCM indicates cancer therapy-induced cardiomyopathy;
HER-2, human epidermal growth factor receptor-2; LVEF, left ventricular ejection fraction; and NYHA, Mew York Heart Association.

*Cumulative anthracydine dose for 7 patients in cohort A is unknown; these patients were excluded from calculation. Fifty-
ight patients in cohort B who underwent anthracydine treatment recaived 240 mgém?. Planned cumulative anthracycline dose
for cohort € (492 mg/m? for 40 patients and 342 mg/m? for 1 patient) is noted in the table, but actual dose may have variad,
because 17 patients underwent dose modification of unknown quantity during thair treatment period.

tIVEF before chemotherapy was available to review in 31, 73, and 41 subjects in cohorts A, B, and C, respectively.

$IVEF recovery was defined as an absolute increase in LVEF 25% with final LVEF =50% in the adult cohorts and 253% in
the pediatric cohort.

§Significant values.

Additional clinical information including follow-up duration and
adverse outcomes was obtained from medical and dinical trial
records and patient reports. Where prechemotherapy cardiac
imaging was absent, patients were included when LVEF was
<45% and no alternative cause for cardiac dysfunction other
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than chemaotherapy was identified. LVEF recovery was defined
by a final LVEF =250% with =5% LVEF increase or restoration of
LVEF to the baseline value.'®

Healthy volunteers of European ancestry (n=445) wera pro-
spectively recruited participants into the UK. Digital Heart Project
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(hitps/digital-heart.org)™ with no cardiovascular disease or risk
factors by self-report and normal cardiac magnetic resonance
imaging.

Next-Generation Sequencing and Variant
Analysis

Genomic DNA extracted from peripheral blood samples was
used to produce DNA-sequencing libraries that were captured
and sequenced on Illumina TruSight Cardio Sequencing kit
and a custom Agilent array (DCMVS) as described. 2" Variants
were identified using the Genome Analysis Took Kit (GATK)
HaplotypeCaller tool following GATK Best Practices.*? Rare
variants {minor allele frequency <1.0e-4, assessed in ances-
try-matched subjects in the Genome Aggregation Database
[gnomADJ3) were annotated by SnpEFF and GRCh37.68 (also
see the online-only Data Supplement). The cumulative burden
of rare variants in cardiomyopathy genes was compared in
CCM cohorts with all patients who had breast (n=1042) and
lung (n=1011) cancer participating in The Cancer Genome
Project (TCGA),** healthy volunteers, and gnomAD* subjects
with non-Finnish European, African, and Asian ancestries
(combined and in ancestry-specific analyses).

Anthracycline Treatment of Mice

Protocols were reviewed and approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee at Harvard Medical School
(Boston, MA). Wild-type and heterozygous CS57BL/6N mice
with a titin A-band truncation (Ttn™+)}%=2 received 3 doses
of intraperitoneal doxorubicin (5 mag/kg) at weekly intervals
(=45 mg/m?). Cardiac function was assessed in vivo at base-
line (age=10-14 weeks) and weekly using a digital ultrasound
system (Vevo 2100 Imaging System and MS550D transducer;
Fujifilm VisualSonics) by an experienced observer blinded
to mouse genotype and treatment. Cardiomyocytes from
treated and untreated wild-type and Ttn™* mice were isolated
and sarcomere contractility was measured (see the online-
only Data Supplement Methods).

Statistical Analyses
Cohort and subgroup analyses, and comparisons with TCGA
genomic data,** healthy volunteers, and reference popula-
tions* were performed by Fisher exact test (2-tailed), binomial
test, or Pearson y? test of association for categorical values.
Welch t test and Kruskal-Wallis rank sum tests were used to
assess numerical data. Analyses were conducted using either
the Stata SE package (version 14, StataCorp) or the R statisti-
cal package (version 3.4.0; http://www.R-project.org/).
Additicnal method details are provided in the online-only
Data Supplement.

RESULTS

Patients With CCM

We studied 3 CCM cohorts (Table 1). Cohort A includes
99 patients of European ancestry with hematologic,
breast, or other solid-tumor cancer (mean age at treat-
ment=48.7£17.1 years), recruited from heart failure and
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cardiac transplant dlinics. Two US cohorts were identified
through prospective longitudinal cardiac evaluations ob-
tained throughout cancer therapy: Cohort B comprised
73 patients (mean age at treatment=49.6+10.8 years)
with European, African, or Asian ancestry, enrolled from
breast cancer clinics as part of a prospective study of who
developed CCM during treatment; Cohort C comprised
41 pediatric patients with newly diagnosed acute my-
elogenous leukemia (mean age at treatment=10.8+5.6
years) of diverse ancestries. Although individual treat-
ments varied, 90% of all patients with CCM received
anthracycline and 33% of adults received trastuzumab.
After normalizing anthracycline doses®” the cumulative
equivalent dose was <400 mg/m? in 93.9% of patients
in cohort A, 100% of patients in cohort B, and 2.3% of
patients in cohort C.

We assessed clinical risk factors for CCM in these
cohorts. Seventy-six percent of all patients were CCM
were females, predominantly treated for breast cancer.
In cohorts A and B the prevalence of cigarette smoking,
hypertension, and diabetes mellitus was comparable
(P=not significant) to that of the general US popula-
tion,? but hypercholesterolemia in patients with cancer
was less common (P=3.0e—09). Three patients in co-
hort A, without prechemotherapy imaging studies, had
family histories of cardiomyopathy of unknown cause.
Patients in cohort C were considerably younger (mean
age=10.8+5.6 years), without cardiovascular risk fac-
tors, and all had normal LVEF at study entry.

The median time after the initiation of cancer treat-
ment to CCM diagnosis in cohort Awas 3.0 (range=1-9)
years, but 0.3 to 0.7 years for cohorts B and C because
of cardiac surveillance during treatment in these 2 co-
horts. At CCM diagnosis, the mean LVEF decrease was
23.4+£9.2% in cohort A, 13.54£3.3% in cohort B, and
19.7+6.0% in cohort C. Across all cohorts, treatment
with high cumulative anthracycline dose (>400 mg/m?)
was not associated with poorer left ventricular (LV) dys-
function at CCM diagnosis (mean LVEF=42.0+9.6%).
Patients (cohorts A and B) who received trastuzumab
without anthracycline had similar cardiovascular risk
factors and no significant differences in either base-
line or postchemotherapeutic LVEF (mean LVEF de-
crease=13.9+3.6%) in comparison with patients receiv-
ing anthracyclines with or without other agents (mean
LVEF decrease=16.7+7.5%). Cardiac recovery occurred
in approximately half of patients with CCM from each
cohort, but 9% of patients in cohort A underwent car-
diac transplantation. Cardiac deaths occurred in 3% of
patients in cohort A and in 5% of patients in cohort C.

Gene Variants in Patients With CCM

We previously identified 9 genes with an excess of rare
missense and in-frame insertions/deletion or truncating
variants among patients with cardiomyopathy.” Within
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Table 2. Burden Analysis of 9 DCM Genes in CCM Cohorts

BAG3 1(1.0%) 2(2.7%) 0(0.0%) 3(1.4%) 18(0.9%) 4(0.99%) 0.44(1) 0.63(1) 0.44 (1) 037 (1)
DsP 0(0.0%) 0(0.0%) | 0(0.0%) 0 (D.0%) 4(0.2 %) 0(D.0%) 101 1(1 10 1
LIVINA 0(0.0%) 1(1.4%) | 0(0.0%) 1(0.5%) 16 (0.8%) 2(D.4%) 101 1(1 11 1
MYHT 3(3.0%) 0(0.0%) 0 (D.0%) 3(1.4%) 35 (1.7%) S5(1.1%) 101 07241 11 0.75(1)
SCNSA 0(0.0%) 0(0.0%) | 0(0.0%) 0(D.0%) 310.2%) 1{0.2%) 101 1(1) 11 {1
TCAP 1{1.0%) 0 {0.0%) 1(2.4%) 2(0.9%) 2(00%) 0{0.0%) 0.05 (D.45) 0.10 (0.90) 0.07 (0.62) 141
TNNC1 0(D.0%) 0{0.0%) | O{D.0%) 0(0.0%) 1{0.196) 0(0.0%} 11 1 101 1N
TNNT2 0(0.0%) 1(1.4%) 0(0.0%) 1(0.5%) 7i0.3%) 0(0.09%) 0.55(1) 032(1) 0.50 (1) 0.34(1)
TN 10(10.0%0 [ 4(5.5%0 | 2(4.9%0 16 (7.5%0 | 22(1.190 | 3(0.7%)I 7.36e08 342206 58714 2.03e-10
(6.622070 (2.082—050 (5.282-13N (1.822-090
8 ganes 5(5.1%) 4(5.5%) 1(2.4%) 10 (4.7%) 86 (4.2%) 12(27%) 072 0.25 0.01 0.21
(no TTN)
9 ganes 15(15.1%0 | 2(11%1 T(73%N | 260(12.29%0 | 108 (5390 | 15 (2.4%)0 1.98=—04 3.90=-051 1.782-08l 698206l

The number of subjects with variants in each gene is noted in the table, and percentages are noted in parentheses (3:). Types of variants analyzed for each
gene: all protein-attering variants (BAG3, LMNA, TCAP, TNNC 1, TNNTZ), missense variants and in-frame deletion or insertion only (MYH7), frameshift variant, stop-
gained, splice-donor, and splice-acceptor variants only (DSE, SCNSA, TTN). P values wers calculated via Fisher exact test for all CCM vs breast and lung cancer TCGA
participants (TCGA) and healthy voluntears (HVOL) and binomial test for all CCM vs gnomAD = Bonferroni corractions are provided in parentheses. Significant values

are shown in bold. CCM indicates cancer therapy-induced cardiomyopathy; and DCM, dilated cardiomyopathy.
*TCGA denotes all breast and lung cancer partidipants (n=2053) in The Cancer Genome Atlas 24
tHWOL denotes 445 healthy volunteers without cardiovascular disease based on detailed evaluations.
+gnomAD denotes reference population with African American, non-Finnish European, and East Asian ancestries.
§MNFE denotes non-Finnish Europeans ancestries. The subanalyses of NFE patients with CCM are compared with NFE gnomAD reference population ni=113482.

Kignificant values_

See Table Il in the online-only Data Supplement for subanalyses of patients with CCM and reference populations stratified by ancestry.

these prespecified genes, we examined rare variants (de-
fined as minor allele frequency <1.0e—4) among ancestry-
matched reference populations,” CCM cohorts, healthy
volunteers, and all breast and lung cancer participants in
TCGA? (Table 2). Because anthracyclines are highly ef-
fective and widely used to treat these malignancies,® we
expect that most TCGA participants received this che-
motherapeutic agent. The prevalence of rare protein-al-
tering variants across all 9 genes was significantly higher
in a combined CCM cohort than in unselected lung and
breast cancer TCGA participants (P=1.98e—04), healthy
volunteers (P=3.90e—05), and reference populations
(P=1.78e-06). Although patients with CCM had rare vari-
ants in several established dilated cardiomyopathy (DCM)
genes (BAG3, LMNA, MYH7, TCAP, TNNT2, and TTN),
only variants in TTN, which encodes titin, were significant-
ly increased. TTNtvs were highly enriched in all patients
with CCM (n=16; 7.5%) in comparison with unselected
breast or lung TCGA participants (combined, P=7.36e—08
and Table | in the online-only Data Supplement), healthy
volunteers (P=3.42e—06), and the reference population
(P=5.87e—14). Subanalyses of patients with CCM and the
reference population stratified by ancestry (Table Il in the
online-only Data Supplement), although limited by small
numbers, confirmed the cbserved enrichment of TTNtvs
in all patients with CCM. TTNtvs that are significantly
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increased in patients with DCM %% reside in exons that
are highly expressed in LV tissues, especially those that en-
code the A-band and distal I-band.*' TTNtvs identified in
patients with CCM shared these characteristics (Table 3).

We extended these analyses to include 40 other genes
that have been implicated in cardiomyopathies.® Vari-
ants in these genes account for a very small fraction of
unselected patients with cardiomyopathy. There was no
significant difference in the prevalence of all rare protein-
altering variants (minor allele frequency <1.0e—4; Tables
Il and IV in the online-only Data Supplement) or variants
predicted as damaging (Tables VV and V1 in the online-only
Data Supplement) in patients with CCM in each cohort or
the combined CCM cohort, in comparison with healthy
volunteers or in the reference population. For individual
genes, the prevalence of rare variants was nominally in-
creased only in FKRP (encoding fukutin-related protein);
recessive FKRP mutations cause several forms of muscu-
lar dystrophies with cardiac involvernent.?

Clinical Outcomes in Adult Patients Who
Have CCM With or Without TTNtvs

Patients with CCM in cohorts A and B were predomi-
nantly women (81%), with breast cancer (73%), with
traditional cardiovascular risk factors, who received
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Table 3. Summary of TTNtv Identified From All 3 Cohorts With CCM

Genetics of Cancer Therapy-Induced Cardiomyopathy

Psl of
TIN | Affected | Affected | Cancer LVEF at CCM | Follow- Adverse
Variant Impact Band | Exon Exon Type Chemotherapy [ (Change) up.y Outcome
chr2: 179299704 Monsense (p.GIu33880X) | M 359 1 Breast Epirubicin 30% (NA) 14 HF
c 101638G=T
chr2:173400742 Frameshift A 358 0.99 Breast Doxorubicin + | 37% (24%) 4 VT, HF
€.100731dupA (p.Ser33578lefsTer15) Trastuzumab
chr2:179410112 splidng A 345 093 Endometrial |  Doxorubicin 20% (NA) 5 HF
€ 95722+ 2dell
chr2:179414849 Frameshift A 338 098 Breast Epirubicin 47% (NA) 5 HF
C91715dupA (p.Asn30572fs)
chr2:179422284 splidng A 330 0.96 Breast Doxorubicin + | 43% (17%) 22 None
C.E0512-24:C Trastuzumab
chr2:179425091 Monsense (p.Arg28590X) A 327 095 Breast Doxorubicin 35% (NA) 2 HF, VT,
CB57REC>T transplantation
chr2:179428124 Frameshift A 327 095 Non- Daoxorubicin 29% (NA) 2 None
C82734dupA (p.Val275795erfsTer15) Hodgkin
lymphoma
chr2:179432234 Monsense (p.Glu26209%) | A 327 095 Non- Doxorubicin 34% (NA) 3 HF
C78625G>T Hodgkin
lymphoma
chr2:173435679 Frameshift A 327 0495 Breast Doxorubicin + | 44% (12%) 34 None
. 75179dalA (p.Asn25060fs) Trastuzumab
chr2:179441250 splidng A 326 095 Breast Trastuzumab 38% (12%) 04 Nona
CB9715+6T>C
chr2:179446855 Frameshift A 316 0.86 Bane Doxorubicin 25% (NA) [ HF
CB6240dalA (p.Asp22081 MetfsTer31) sarcoma
chr2:179453355 Frameshift A 305 0.97 AML Dauncrubicinge | 36% (229%) 28 None
.63096delT (p.His21032fs) Mitoxantrone
chr2:179478777 Splidng A 263 089 AML Dauncrubicine | 50% (18%) 0.8 MNone
C 4934542 T>C Mitoxzntrone
chr2:179571683 spliding 102 0.88 Breast Doxorubicin 35% (159%) 16 Nona
C29042-28-C
chr2:179604819 Nonsanse (p.Glu4381X) 49 0.9s Breast Dosxorubicin 31% (30%) [ HF
c13141G>T
chr2:179631116 Frameshift EA| 1 Breast Epirubicin 45% (NA) 6 HF
©0693_0694delCT | (p Tyr3232CysfsTers)

Variants are defined based on the meta-transcript (LRG_391_t1 / ENSTO0000589042) that incorporates all exons in described TTN isoforms (induding fetal and
noncardiac isoforms) with the exception of exons that are unique to the novex transcripts.

AML indicates acute myeloid leukemia; CCM, cancer therapy—induced cardiomyopathy; HF, heart failure hospitalization; LVEF, laft ventricular ejection fraction; NA,
not available; PSI, proportions spliced in; TTNtv, titin-truncating variant; and VT, ventricular tachycardia.

anthracyclines (86.6%) or trastuzumab (33%), and
with follow-up between 8.4 months and 18 years (Ta-
ble 1). We defined the clinical courses among patients
who have CCM with TTNtv and compared risk fac-
tors for CCM and outcomes among patients with and
without TTNtv (Table 4 and Tables VIl through [X in the
online-only Data Supplement). At diagnosis of CCM,
the mean LVEF of patients with (34.9+7.4) and with-
out TTNtvs (36.8+9.5; P=not significant) were compa-
rable; however, patients with TTNtvs had more heart
failure hospitalizations and atrial fibrillation (P=0.003
for each) than those without TTNtvs. Recovery occurred
in both groups, although the final mean LVEF was more
depressed in patients with TTNtvs (39.6+14.2 versus
48.9+10.8; P=0.03).
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Modeling CCM in TTNtv Mice

Given the multiple variables that can influence cardio-
toxicity in human patients, we assessed whether TTNtvs
increased susceptibility to anthracycline-induced cardio-
myopathy in an experimental model. Doxorubicin was
administered (3 doses of 5 mg/kg at weekly intervals;
cumulative=45 mg/m?) to genetically identical mice,
with the exception of the absence (wild-type) or pres-
ence (Ttn"*) of a heterozygous A-band titin truncation
in one gene copy.>%¢ Untreated Ttn™* mice have normal
LV function (not significantly different from wild-type
mice) and anthracycline administration comparably de-
pressed LV function in both genotypes at week 4 after
treatments (Figure). However, at week 8, LV function
recovered to baseline in wild-type mice but remained
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Table 4. Comparisons of Risk Factors and Outcomes in Adult Patient
Wheo Has CCM With and Without TTNtv

TTNiv Non-TTNtv
Clinical Characteristics (n=14) (n=158) | PValue*
Basaline
Male sex, n (%) 2{(143) 31 (19.6) 1
Comorbidities, n (%)
Current or past smokers 3{21.4) 55(34.8) 0.39
Hypertension 4(28.6) 54(34.3) 0.78
Hypercholesterolemia 6(42.9) 38(24.1) 0.20
Diabetes mellitus 20143) 25(15.8) 1
Oncological treatments, n (%)
Doxorubicin + other 13{32.9) 136(86.1) 0.70
At CCM diagnosis
LVEF at CCM diagnosis, % 34974 36.8+9.5 0.38
NYHA functional class -1V, 6(429) 39(24.7) 02
(%)
Follow-up
Last IVEF, % 306142 489+10.8 0.03%
LWVEF recovery, n {%) 6(429) 77 (48.7) 0.78
On neurchormonal blockers,t | 10(71.4) 121 (76.6) 0.74
n (%)
Adtrial fibrillation, n (3&) 5(357) 101(6.3) 0.003%
Heart failure—related 9(64.3) 39(24.7) 0.003+
hospitalization, n (%)
Cardiac transplantation, n (%) 20143) 744 0.6
Aborted sudden cardiac 1(7.1) 6(2.8) 045
death, n (%)
Cardiac death, n (%) 0.0 3019 1
Death from all cause, n (%) 0 (0.0 5(2.2) 1

CCM indicates cancer therapy-induced cardiomyopathy; LVER left
ventricular ejection fraction; NYHA, New York Heart Association; and TTNty,
titin-truncating variant.

*Pvalues ware calculated using the Fisher exact test for categorical variables
and the Welch t test for continuous variables.

tMumber of patients who were taking at least one of B-blockers,
angiotensin-converting enzyme inhibitors/angiotensin receptor blockers, or
mineralocorticoid receptor antagonists. Mo data were available to review for 1
of the patients with TTNfv.

#Significant values.

depressed through week 12 in Ttn™ mice (P=0.0004
versus wild-type). Functional analyses in isolated cardio-
myocytes confirmed that LV dysfunction reflected cell
autonomous effects of anthracyclines (Figure B). His-
tological analysis of cardiac tissues from anthracycline-
treated wild-type or Ttn®* mice were comparable and
showed no significant increase in fibrosis or apoptosis
in comparison with untreated mice.

DISCUSSION

We demonstrate an increased prevalence of DCM-as-
sociated gene variants, predominantly TTNtvs, in adult
patients who have cancer and pediatric patients who
have acute myelogenous leukemia with CCM relative to
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controls. Although the majority of the patients with CCM
have European ancestry, the frequency of cardiomyopa-
thy variants in other patients with CCM who have other
ancestries was not significantly different (Table Il in the
online-only Data Supplement). TTNtvs were identified in
16 of 213 CCM cases (7.5%), a considerably higher prev-
alence than in unselected breast and lung cancer TCGA
participants (1.1%, P=7.36e—08) or healthy volunteers
(0.7%, P=3.42e-06) and enriched in comparison with
ancestry-matched reference populations (P=5.87e-14).
Because cardiac status is not recorded for TCGA partici-
pants, these data provide conservative estimates of the
burden of TTNtvs in CCM. Further support that TTNtvs
contribute to CCM is derived from a mouse model of
CCM: anthracydine-treated Ttn™* mice and isolated car-
diomyocytes had protracted LV and cellular dysfunction
in comparison with wild-type.

Clinical outcomes among patients with CCM showed
considerable variability, but cardiac function improved
in 45% to 68% of adult and pediatric patients. Recov-
ery occurred in 83 adults and 28 children, and was not
significantly correlated (P=0.5) with preexisting cardio-
vascular risk factors in adults, TTNtvs, high (=400 mg/
m?) anthracycline dose, or trastuzumab therapy. How-
ever, adult patients who have CCM with TTNtvs had
more heart failure hospitalizations and atrial fibrillation,
as occurs in patients with DCM caused by TTNtys, 333
and cardiac function was worse in patients with than in
patients without these variants.

In addition to TTNtvs, our analyses identified rare
protein-altering variants in 5 genes previously studied
in patients with DCM.?® Mutations in BAG3, LMNA,
MYH7, and TNNTZ2 are established autosomal domi-
nant causes of DCM.™3 TCAP mutations are occasion-
ally identified in patients with DCM,* but more com-
monly cause a recessive form of limb-girdle muscular
dystrophy.¥ Despite the low prevalence of variants in
these genes across all CCM cohorts (4.7 %), their critical
roles in myocyte biology imply that variants identified
here may contribute to an individual's risk for CCM.

The increased burden of rare variants, including
TTNtvs, indicate that genetics is an important compo-
nent in CCM susceptibility and adverse outcomes. We
demonstrate that genetics is associated with CCM sus-
ceptibility across different cancer types and treatment
regimens, in particular, those including anthracycline
and trastuzumab (Table 1). Genetic variants in previ-
ously identified cardiomyopathy genes were increased
among adult cancer survivors with overt CCM and se-
vere clinical courses, and among prospectively studied
adult and pediatric patients with mild CCM identified
during ongoing cancer treatment. It is notable that
heart failure, cardiac transplantation, aborted sudden
death, and cardiac death occurred years after comple-
tion of chemotherapy regimens in some patients with
CCM (Table 4), an observation that underscores the
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Figure. Persistent cardiac dysfunction in Ttn™"* mice after anthracycline treatment.
A, Untreated Ttn®* mice have left ventricular function comparable with wild-type (WT) mice. 52 Intraperiteneal doxorubicin (5mgvkg) was administered (arrows)
1o WT and Tin** mice (n=15 per genotype) in 3 successive weekly doses (cumulative dose=45 mg/m?). Serial echocardiograms showed persistent significantly

depressed systolic function (mean fractional shortening £50) in Ttn® in comyparison with WT mice (P=0.0004). B, lsolated cardiomyocytes (n=52 per group) were
studied 12 weeks after initial doxorubicin injection. Cardiomyocytes from doxorubicin-treated Ttn* mice had significantly depressed contractility (P<0.002) in
comparison with cardiomyocytes from doxorubicin-treated WT mice or untreated mice. NS indicates not significant.

need for continued cardiac surveillance in patients
with CCM.

These data establish a genetic relationship between
DCM and CCM. Cardiomyopathy variants were found
in 12.2% of patients with CCM (Table 2), whereas
these occur in =40% of patients with familial and spo-
radic DCM 3"3%40 Whether broader genomic analyses
may uncover additional genetic contributors to CCM
is worthy of study. TTNtvs are significantly prominent
in DCM, occurring in 15% of ambulatory and 25% of
end-stage patients, "33 but are rarely identified in
childhood-onset DCM,*" whereas here we identified
TTNtvs in 8.1% of adults and 5.0% of children with
CCM. TTNtvs found in patients with CCM, like those
in patients with DCM, disrupted exons that are consti-
tutively expressed in the heart and are overrepresented
in the A-band (Table 3). TTNtvs also occur in =15%
of patients with peripartum cardiomyopathy’' and in
=10% of individuals with alcoholic cardiomyopathy,*
findings that imply additional cardiovascular stress can
unmask the deleterious cardiac effects of TTNtvs. Con-
sistent with this supposition, in vitro analyses of hu-
man isogenic cardiomyocytes (derived from induced
pluripotent stems cells) demonstrate that titin provides
an essential mechanical connection that propagates
diastolic traction stresses from p-cardiac myosin dur-
ing sarcomere formation. Cardiomyocytes with TTNtvs
have diminished reassembly of sarcomeres after stress
in comparison with cells without TTNtvs.* We suggest
that chemotherapy, like pregnancy and excessive alco-
hol, is an important provocation that is poorly tolerated
by TTNtvs, a conclusion that is supported both by these
human data and by analyses of anthracycline-treated
TTNtv mice.

We recognize several limitations in this study. Given
the demographic profiles of the cohorts studied here,
further analyses of patients with diverse ancestries
are needed. Cohort A was retrospectively recruited
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after diagnosis of CCM, and these patients had more
severe phenotypes and longer durations of follow-up
than the prospectively identified patients in cohorts B
and C. Because breast cancer was the most common
diagnosis in adult patients with CCM and all pediatric
cases had acute myelogenous leukemia, these find-
ings may not be relevant to other cancers and other
treatment regimens. All patients had individual che-
motherapy dosages and additional treatments based
on clinical practice and treatment protocols. These
and other variables may influence susceptibility to
CCM. This study compared the frequency of TTNtvs
among patients with CCM to the frequency of TTNtvs
in a large cohort of patients with cancer participat-
ing in TCGA, some fraction of whom likely developed
CCM. A limitation of our study is that we do not
know which TCGA subjects developed CCM, poten-
tially affecting the accuracy of the TTNtv frequency
estimate in the CCM-free cancer cohort. A more ideal
comparison group would have been patients treated
with chemotherapy who did not develop cardiomy-
opathy. While recognizing these issues, we suggest
that enrichment of protein-altering variants and TTNt-
vs across all cohorts strongly supports the conclusion
that genetics, like high-dose anthracycline and com-
bination therapy, and cardiovascular risk factors con-
tribute to CCM.

Current strategies to diagnose CCM focus on imag-
ing and circulating biomarkers'%1844% and treatment
guidelines are limited, often recommending interruption
or discontinuation of chemotherapy that can negatively
impact the survival of patients with cancer. The identi-
fication of genetic risk factors opens new opportunities
to identify patients with cancer at high risk for CCM
and to assess the efficacy of prophylactic cardioprotec-
tive drugs and treatment regimens.** Future investiga-
tions will determine if early recognition of patients who
have cancer with high CCM risk through genetic testing

Circulation. 2019;140:31-41. DO 10.1161/CIRCULATIONAHA.118.037934
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can optimize cancer and cardiovascular treatments to
reduce CCM while providing effective cancer therapy.
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