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RESUMEN

La cardiomiopatia hipertréfica (CMH) es una enfermedad autosémica dominante, cuya prevalencia se ha
estimado aproximadamente en 0,2% (1 en 500), siendo probablemente la enfermedad cardiovascular
hereditaria mas comin y la causa mas frecuente de muerte stbita. Es una enfermedad cardiaca primaria, en
la cual la caracteristica diagnostica bésica es la hipertrofia del ventriculo izquierdo sin dilatacion
ventricular, en ausencia de cualquier otra enfermedad del corazén o sistémica (hipertension, enfermedad
valvular, etc), que tienda a la hipertrofia del miocardio. Los estudios de genética molecular han identificado
once genes que codifican proteinas del sarcomero, y que estén asociados con la CMH; el gen de la cadena
pesada de la b-miosina cardiaca (MYH7), el gen de la cadena pesada de la a-miosina cardiaca (MYH®6), el
gen de latroponina cardiaca T (TNNT2), el gen de latroponina |l (TNNI3), el gen de la troponina C cardiaca
(TNNC1); el gen de la a-tropomiosina TPM1), el gen de la proteina C enlazadora de miosina cardiaca
(MYBPC3), y los genes de las cadenas ligera esencial (MYL3) y reguladora (MYL2) de la miosina. También
han sido identificadas mutaciones en los genes de laa-actina cardiaca (ACTC) y latitina (TTN). El objetivo
de este articulo es larevison del estado actual del conocimiento sobre (1) la estructuray mutaciones de los
genes causales de la CMH y sus proteinas (2) los modelos de animales genéticamente modificados
desarrollados para el estudio de los genes y mutaciones causales de la cardiomiopatia hipertréfica.

Palabras clave: Cardiomiopatia hipertrofica, genes, mutaciones, proteinas sarcomeéricas, modelos
animales.

FAMILIAL HYPERTROPHIC CARDIOMYOPATHY: GENES, MUTATIONS AND ANIMAL
MODELS. A REVIEW.

ABSTRACT

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is an autosomal dominant disease, which may afflict as many as 1
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in 500 subjects (0.2%), being probably the most common hereditary cardiovascular disease and the most
common cause of sudden cardiac death (SCD). Hypertrophic cardiomyopathy is characterized by the
presence of unexplained left ventricular hypertrophy (in absence of hypertension, valvular disease, etc),
which is usually asymmetric and involves the ventricular septum. Molecular genetic studies have identified
eleven genes that code proteins of the sarcomere that are associated with the HCM; the b-myosin heavy
chain gene (MYH7), a-myosin heavy chain (MYHG6), cardiac troponin T (TNNTZ2); cardiac troponin C
(TNNC1), a-tropomyosin (TPM1), myosin binding protein-C MYBPC3), cardiac troponin (TNNI3), essential
and regulatory light chain genes (MYL3 and MYL2, respectively), cardiac a-actin gene (ACTC) and titin
(TTN). The objective of this paper is the revision of the current state of the knowledge on (1) the organization
and mutations of the HCM causing genes and their proteins and (2) the animal models developed for the
study of the genes, mutations and proteins irthe hypertrophic cardiomyopathy.

Key words: Hypertrophic cardiomyopathy, genes, mutations, sarcomeric proteins, animal models.

Recibido: 31-03-2003. Aceptado: 21-10-2003.

La cardiomiopatia hipertréfica (CMH) es una enfermedad compleja con caracteristicas fisiopatol 6gicas
Unicas y una gran diversidad de caracteristicas morfoldgicas, funcionalesy clinicas (1). Es una enfermedad
cardiaca primaria, en la que la caracteristica diagnostica basica es la hipertrofia del ventriculo izquierdo
(HV1) sin dilatacion ventricular, en ausencia de cualquier otra enfermedad del corazon o sistémica, que
tienda a la hipertrofia del miocardio (2, 3). La prevalencia en la poblacion general es de aproximadamente
0,2% (1 en 500), mucho mayor a lo que se pensaba en el pasado (4). Es probablemente la enfermedad
cardiovascular hereditaria mas comun. La mortalidad anual para pacientes con CMH es de 3-4%, y de
alrededor de 6% en nifios (4). El curso clinico de la enfermedad varia desde pacientes totalmente
asintomaticos, hasta aquellos con sintomas de falla cardiaca y eventualmente muerte stibita. La CMH esla
causa méas comun de muerte stbita entre adultos jévenes y una causa importante de morbilidad y mortalidad
entre los ancianos (2, 4, 5).

Las primeras observaciones que podemos considerar como una descripcion de CMH fueron realizadas a
finales del siglo 19 en el Hospital Salpétriere de Paris por Vulpian (6), quien describio al fenotipo a nivel
macroscopico como un “rétrécissement de I’ orifice ventriculo-aortique”. Sin embargo, no fue sino hasta la
década de 1950 a 1960 que las caracteristicas clinicas Unicas de la cardiomiopatia hipertrofica fueron
descritas sisteméticamente (7, 8). La aplicacion de metodologias basadas en la genética molecular para
obtener mapas genéticos de alta resolucion ha facilitado la redefinicién de conceptos relacionados a la
patologia, fisiopatologia y diagndstico de CMH. Los andlisis genéticos que facilitan el diagnostico de la
enfermedad en su fase preclinica y la estratificacion del riesgo basado en criterios moleculares, haran
posible en un futuro préximo, laintroduccion de la terapia génica.

La cardiomiopatia hipertréfica tiene una gran cantidad de caracteristicas heterogéneas, en cuanto al punto
de vista morfol6gico, funcional y clinico. El fenotipo esta compuesto de hipertrofia ventricular asociada con
desorganizacion miofibrilar. Se ha observado una marcada variacion fenotipica relativa a la magnitud y
extension de la hipertrofia del miocardio. La evaluacion ecocardiogréfica revela una hipertrofia
predominante del tabique interventricular de carécter difuso, que cominmente se extiende a la pared
antero-lateral del ventriculo izquierdo (9, 10). El engrosamiento de la pared es cercano a los 20 mm, aln
cuando se han reportado medidas entre 15y 20 mm e incluso menores (entre 13 y 15 mm) (10-12). La forma
asimétrica predomina sobre la concéntrica, la cual representa entre el 1 y el 2% de los casos (13). El
desarreglo micfibrilar se extiende entre un 5-30% del tejido del miocardio y tiene una baja correlacion con
el grado de hipertrofia (11).

La cardiomiopatia hipertréfica puede aparecer sin mostrar sus principales caracteristicas morfol dgicas.
Arritmias y muerte stbita en ausencia de sefial es ecocardiograficas de hipertrofia ventricular izquierda en
pacientes con el genotipo, indican una expresion fenotipica incompleta (14). Se concluye que el fenotipo
esta representado por un espectro continuo, que va desde macroscopicamente normal hasta las formas
severas que muestran una masiva hipertrofia del miocardio (15-17).
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La complejidad clinica que caracteriza la CMH se hace méas evidente cuando se analizan los aspectos
genéticos de la enfermedad. En mas del 50% de los casos, la CMH es una enfermedad de origen genético
autosomica dominante, y en los casos restantes, no se tiene alin una etiologia definida, ain cuando se
especula que pudiera ser de origen genético, pero con mutaciones en genes alln no descritos. Evaluaciones
recientes consideran que los verdaderos casos esporadicos son menores a 10% entre portadores de la
enfermedad (15, 18). Tres factores pueden subestimar el diagndstico de las formas genéticas: la evaluacién
de familias pequefias con nimero reducido de afectados, la adopcion de criterios ecocardiograficos muy
rigidos, y la presencia de mutaciones con penetracion incompleta (16, 19, 20). Las manifestaciones de HV |
pueden estar ausentes o tener un carécter subclinico, especialmente entre nifios y adolescentes. El
electrocardiograma puede ser Util para identificar estos pacientes. Cerca del 50% de |os adultos portadores
del fenotipo que tienen un grosor de la pared normal a ecocardiograma, tienen alteraciones
electrocardiograficas (19).

Lagran variabilidad clinica en las familias afectadas por la CMH, sugeria la presencia de mas de un gen
con manifestaciones fenotipicas en comun. En 1989, Jarcho y coal. (21), empleando andlisis de ligamiento,
localizaron el primer locus relacionado con la enfermedad, posteriormente descrito como CMH1. Un afio
después, Geisterfer-Lowrance y col. (22), empleando localizacion genética (en inglés, genetic mapping) y
secuenciacion del ADN, lograron identificar la mutacidon puntual que afecta el gen que codifica la cadena
pesada de la b-miosina.

Hasta el presente, han sido identificadas mas de 100 mutaciones en 11 genes que codifican proteinas del
sarcomero: €l gen de la cadena pesada de la b- miosina cardiaca (bMYHC) (21); el gen de la troponina
cardiaca T (cTnT) (23); el gen de la troponina C cardiaca (cTnC) (24); el gen de latropomiosinaa ([I-TM)
(25); el gen de la proteina C enlazadora de miosina cardiaca (cMyBP-C) (26); el gen de la troponina
cardiacal (cTN1) (27); y los genes de las cadenas ligera esencial (CLE) y reguladora (CLR) de la miosina
(MLC1 y MLC2) (28). Recientemente, MacRae y col. (29), identificaron un nuevo locus en formas
asociadas con el sindrome de Wolf-Parkinson-White, por lo que se supone que los genes identificados hasta
el momento, no representan el espectro completo de los genes responsables de la CMH. También han sido
identificadas mutaciones en los genes de laa-actina cardiaca (30) y la titina (31) Tabla l).

TABLA I

GENES ¥ MUTACIONES IDENTIFICADOS EN Li CARDICMICEATIA HIPERTROFICA
Gen Locu Eroteina Frecuencia Hataciones
MEEZ 14g1l. 2—q12 f—HyHC 35% »70
MERRCT 1ipll 2 cHyBP=C ~20% a0
TS 193 cTnT 20 »15
FEE 15g22 o.—TH “5% 35
TNETF 19p13: 2—-gl3:. 2 =THI ~EE »d
XFLF ap2l.2-21.3 HIC-1s-w <5 ¥2
MFLE 12g23-g24 .3 HLC-2=-% <5x g
AT 11g t—acting < 5% 2
cardiaca
s 2g2d4 1 Titina 5% 1
MNEEE ldg a—MyHC Rara 2
FANCT Ip2l.3-14.3 troponina C Fara 1
cardiaca
FERGGS Fg22—qdl 1 w-Proteina 5% 4
gquinaza
R 1p3d canal Rara 1
dependiente de
K
s Hitocondris ADH Rara 2
nitocondrial

Abreviaturas: p—MyHC: cadena pesada de la p-miocsina cardiaca. cHyBP-C:
proteina C enlazadora de miosina cardiaca. oTnT: troponina T cardiaca. o-TH:
t—troponiosina. oTHI: troponina I cardiaca. MLC-lssv: cadena ligsra sszencial.

HIC—Z=«v: cadena ligera reguladora. o-HvHC: cadens pesada de la d-miozina
cardiaca.

Ademas de las mutaciones en las proteinas contractiles sarcoméricas, han sido encontradas mutaciones
en dos genes que codifican para proteinas no sarcoméricas. Recientemente fue descrita una delecién en el
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gen que codifica para €l canal de potasio dependiente de voltaje, KCNQ4, que se encuentra localizado en el
cromosoma 1p34, en unafamilia con sordera congénitay CMH (32). Més recientemente, fue descrita una
mutacion puntual en el gen que codifica para la sub-unidad no-catalitica de la proteina quinasa 2 PRKAG2)
en dos familias con CMH (33). También han sido asociadas con CMH, mutaciones en los genes
mitocondriales que codifican paralos ARNt deisoleucinay glicina (34). Por lo tanto, se puede considerar
gue la forma pura de cardiomiopatia hipertrofica esta asociada con mutaciones en los genes que codifican
para las proteinas contractil es del sarcomero (http://www.angis.org.au/Databases/Heart/ heartbreak.html). La
herogeneidad genética podria en parte justificar la variabilidad clinica entre portadores de la enfermedad.
Sin embargo, los hallazgos de que la expresion fenotipica tiene variabilidad intrafamiliar sugieren la
participacion de otros factores, genéticos (genes modificadores (35) o ambientales. El objetivo de este
articulo es la revision del estado actual del conocimiento sobre (1) la estructuray mutaciones de los genes
causales de la CMH (2) los modelos de animales genéticamente modificados desarrollados para el estudio
de los genes y mutaciones, y sus consecuencias funcionales.

ESTRUCTURA Y MUTACIONES DE LOS GENES CAUSALES DE CARDIOMIOPATIA
HIPERTROFICA

Los musculos estriados son 6rganos especializados para la generacion répida de movimiento y fuerza en
una direccion especifica. La unidad contréctil elemental del misculo es el sarcdmero, una maguina
macromolecular ordenada, que se encuentra integrada al menos por 28 proteinas diferentes (Eig. 1), entre
ellas lamiosinay la actina, denominadas proteinas contréactiles que se ensamblan en filamentos poliméricos
(los filamentos gruesos y delgados) que interaccionan entre si para generar fuerza y acortamiento del
sarcomero; las troponinas y la tropomiosina, que son las proteinas reguladoras del sarcdmero, que se
enlazan con la actina regulando asi la interaccion actina-miosina, y por tanto, la contraccién en respuesta a

cambios en la concentracién de Ca2+; y finalmente, las proteinas estructurales que integran, estabilizan 'y
mantienen la estructura del sarcémero, entre ellas la proteina C enlazadora de miosina, latitinay la nebulina
(36).
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Fig. 1. Organizacion esquematica de las proteinas del sarcomero asociadas ala CMH. Se destacan las
proteinas del filamento grueso, las proteinas asociadas del filamento delgado, la proteina enlazadora
demiosinag, latininay la nebulina (Adaptado de Craig y Padrén) (36).

Lamiosina es el motor molecular que convierte la energia de la hidrdlisis del ATP en trabajo mecanico y
movimiento (37), y forma un complejo macromolecular denominado filamento grueso (38, 39), que junto a
los filamentos delgados, formados por actina, constituye el sarcomero. La miosina cardiaca es una miosina
clase Il convencional, que consiste de dos cadenas pesadas y dos pares de cadenas ligeras, la reguladora
(CLR) y la esencia (CLE) (37, 38). La molécula de miosina es altamente asimétrica, y consiste de dos
cabezas globulares unidas a una larga cola en forma de baston. Las cadenas ligeras estan arregladas de
forma consecutiva en la union cabeza cola. Aun cuando su funcién no esta completamente entendida, la
identificacion de mutaciones en las cadenas ligeras, esencial y reguladora de la miosina, en familias con un
subtipo de CMH, el conocido en inglés como MV C (Mid-Ventricular Chamber) (28, 40, 41), ha demostrado

gue dichas mutaciones afectan el proceso de fosforilacion y/o la capacidad de unién de ca®’. La
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fosforilaciéon de la CLR tiene un importante papel fisioldgico en la regulacion del musculo cardiaco (42).

Ademas, la relacién entre fosforilacion y la union de ca?" alaCLR juega un papel clave en el trabajo
cardiaco (37). Existe una evidencia sustancial de que la CLR juega un papel regulador primario en la
contraccion del musculo liso, pero su papel funcional en la contraccion del musculo estriado de mamifero
(esquelético y cardiaco) no esta claro (42). La CLR, junto con la cadena ligera esencial, estabilizan la
a-hélice del cuello de la cabeza de miosina, con el extremo N-terminal de la CLR envuelto alrededor de la
cadena pesada. La contraccién del musculo liso es iniciada por la fosforilacion de la CLR con una quinasa

de la cadena ligera activada por cet-camodulina (en inglés, MLCK, myosin light chain kinase). Sin
embargo, en musculo esquelético y cardiaco, la fosforilacion de la CLR no activa la contraccion, pero
parece jugar un papel modulador (43). El complejo de troponina y tropomiosina constituye el interruptor
sensible al calcio que regula la contraccion de las fibras musculares cardiacas. Se han encontrado varias
mutaciones en la a-tropomiosina y en dos de las sub-unidades del complejo de troponina: cTNI, la unidad
inhibitoria, y cTnT, la subunidad enlazadora de la tropomiosina. Igualmente, la funcion de cMyBP-C es
incierta, pero por mas de una década ha existido evidencia que indica, tanto funciones estructurales como
reguladoras. La extraccion parcial de la cMyBP-C de miocitos cardiacos de rata y de fibras de musculo
esquel ético de conejo, alteralatension calcio-sensible (44). También se demostré que la fosforilacion de la
cMyBP-C altera las cabezas de miosina en los filamentos gruesos intactos, |o cual sugiere que lacMyBP-C
puede modificar la produccion de fuerza en misculos cardiacos activados (45). La miosinay la cMyBP-C
son parte de los filamentos gruesos del sarcomero, con la cMyBP-C localizada al nivel de las estriaciones
transversales, distanciadas 43 nm, tal y como ha sido visualizada por microscopia electronica en la banda A
del sarcomero (Fig. 1) (36, 46). Las troponinas y la tropomiosina estan localizadas en el filamento delgado.
Cada una de estas proteinas esta codificada por una familia de multigenes, que exhiben patrones de
expresion regulados, tejido-especificos, de desarrollo y fisiol bgicos.

LosgenesMYH7y MYH6

La O0-miosina cardiaca es la principal isoforma del ventriculo humano (47). Cerca del 35% de los casos
de CMH son causados por mutaciones en este gen Tabla 1) (17). La cadena pesada de la miosina es, por su
masa, €l principal componente del filamento grueso del sarcomero y proporciona la funcién motora de la
contraccion cardiaca. La miosina es una proteina hexamérica que esta formada por dos cadenas pesadas (PM
aproximado de 220 kDa) y 2 pares de cadenas ligeras no idénticas. Las cadenas pesadas estan formadas por
2 dominios separados: una cabeza globular unida a una cola O-helical por una region de bisagra. Las
cabezas, localizadas en el extremo amino-terminal de la molécula, contienen la region catalitica de la
ATPasa, y un lugar de union de la actina. Ademés, las cadenas ligeras estén unidas a cada cabeza por la
regién de union cabeza-cola, también llamada “ cuello” o “sub-fragmento-1" (Sl1). Dos isoformas de cadenas
pesadas se expresan en el corazon, la O y la 0. Las isoformas O y O estan codificadas por los genes
MYH6 y MYH7, respectivamente, y estan organizadas de forma continua y agrupadas en el cromosoma
14911.2-q13, con el gen MYH7 localizado a 4 kilobases (kb) por encima del MYH6. El gen MYH7 esta
compuesto por 40 exones y codifica para un ARNm de 6 kb y una proteina de 220 kDa, con 1935
aminoéacidos (Fig. 2) (48). Las isoformas [0 y [ estdn organizadas como homodimeros V1 y V3,
respectivamente. Bajo determinadas condiciones, puede estar presente una forma heterodimérica
intermediaria llamada V 2, que esta constituida por los productos génicos de [ y [0. Los homodimeros V1y
V3 tienen diferentes actividades ATPasicas intrinsecas, siendo V1 la mas activa (alrededor de tres a cuatro
veces mas). Estas diferentes isoformas estan presentes en cantidades variables, y existe una buena
correlacion entre la velocidad de contraccion y la relacion de V1/V3. Asi, € ventriculo humano contiene
fundamentalmente V 3 (49, 50), mientras que el ventriculo de ratén adulto, que al canza una frecuencia de
500-800 latidos por minuto, contiene V1.
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Fig 2. Las mutaciones de la cadena pesada [0 de la miosina asociadasala CMH. (A). Organizacion
intron-exdn y las mutaciones descritas. L as mutaciones que han sido estudiadas en modelos animales
genéticamente modificados se muestran debajo intr6n-exén. (B). Representacién esquematica dela
proteina O-MyHC codificada por €l gen MYH7, con sus dominiosy lugares de unién (adaptado de
Dalloz y col.) (113).

Del total de mas de 70 mutaciones reportadas, la mayoria de ellas esté localizada en los primeros 23
exones, que codifican para el dominio motor y el dominio regulador de la cabeza de miosinaTabla ) (51).
Este gen es altamente susceptible a mutagénesis, en especial los codones 403, 719y 741 (52, 53). También
han sido encontradas dos deleciones de tres pares de bases que no afectan el marco de lectura, una en el
codon 10 (54) y otra en el coddn 930 (55), y unadelecion de 2,4 kb en la region 3’ (56). En la familia con
esta Ultima mutacién, unicamente el probando habia desarrollado hipertrofia clinicamente diagnosticada a
una edad muy tardia (a la edad de 59 afios). Finalmente, se encontrd por azar un coddn de terminacion en la
posicion 54, en la madre (38 afios de edad) y en la abuela (70 afios de edad) de un joven afectado (16
anos), quién habia heredado de su padre afectado una mutacién con pérdida de sentido en el exdn 22 (57).
El alelo correspondiente a la mutacion con pérdida de sentido deberia codificar una variante corta de la
proteina, que comprende solo los primeros 53 aminoacidos de la molécula, aunque esto no representa las
caracteristicas de una mutacion causante de enfermedad, puesto que las dos mujeres no estaban
clinicamente afectadas.

Con el proposito de examinar las consecuencias estructurales de las mutaciones en el gen MYH7, Rayment
y col. (58) han realizado estudios en los que localizan 29 de las mutaciones reportadas en este gen, sobre la
estructura cristalogréfica de la miosina S1 esquelética de pollo, que muy posiblemente sea similar a la S1
O-MyHC de humano. Veinticuatro de las mutaciones no parecen ocurrir al azar, y en lugar de €ello, se
agrupan en cuatro posiciones. la interfase de unién a la actina, alrededor del sitio de enlazamiento del
nucledtido, adyacentes a la region que conecta a los dos residuos de cisteinay, finalmente, en la proximidad
de la interfase de la cadena pesada con la cadena ligera esencial. Las cinco restantes se encuentran en la
colade miosina (Fig. 2).

La secuencia nucleotidica completa del gen MYH6 fue reportada por Epp y col. (59). Este gen contiene
26,1 kb distribuidas en 39 exones, 37 de los cuales contienen informacién codificadora. La region 5
no-transcrita se divide en tres exones, el Ultimo de los cuales contiene el codén deiniciacion AUG. Con la
excepcion del intron 13 del gen MYH7, que no esta presente en la isoforma- [, todos las demas regiones
intrén-exon estan conservadas.

Recientemente, Niimuray col. (60) describieron un individuo quien habia desarrollado sintomas de CMH
alaedad de 74 afios. En el andlisis mutacional fue encontrada una transicion G>A en el exon 20 del gen
MYHS6, la cual sustituye una glutamina por arginina en la posicion 795 (R795Q). Esta arginina esta altamente
conservada entre especies, asi como también en miosinas de musculo cardiaco, esquelético y liso dentro de
especies. Ademés, la arginina 795 esté localizada dentro del dominio de unién de la proteina a través del
cua la cadena pesada de la miosina interactla con las cadenas ligeras. Los autores sugieren que la
sustitucién de un residuo de glutamina hidrofilico en este sitio, puede ejercer su efecto interfiriendo con la
interaccion de las cadenas ligeras.

LosgenesMYL2y MYL3
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Dos tipos Unicos de cadenas ligeras de la miosina se unen a dominio regulador de la cabeza de la
miosina: la esencial (CLE o MLC1) y la reguladora (CLR o MLC2). Estas pequefias proteinas parecen
desempefiar papeles estructurales y reguladores en la funcion de la miosina, estabilizando el largo cuello
a-helical de la miosinay afectando su rigidez o dureza (61). Pertenecen a la superfamilia de las proteinas
“EF-hand”, que incluye la calmodulina y la troponina C, entre otras proteinas. La CLE de la miosina
ventricular contiene 195 residuos de aminoécidos (PM aproximado de 21,8 KDa), esta codificada por el gen
MYL3 localizado en el cromosoma 3p21.2-p21.3, constituido por 7 exones (Eig. 3). La CLR esta compuesta
por 166 residuos de aminoécidos (PM aproximado de 18,7 KDa), esta codificada por el gen MYL2
localizado en el cromosoma 12g23-g24.3, con 7 exones (Eig. 3). La CLR puede ser fosforilada a través de
lavia de la proteina quinasa A.
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Fig. 3. Las mutaciones de las cadenas liger as de las miosinas implicadas en la CMH. (A). Seindican
las mutaciones descritasy la organizacién intr6n-exon. Las mutaciones que han sido estudiadaas en
modelos animales genéticamente modificados se muestran debajo del diagrma intrén-exén. (B).
Representacion esquematica de las proteinas CLE y CLR codificadas por |os genes respectivos
MYLE3y MYLZ2, con los sitios de union importantes (adaptado de Dalloz y cal.) (113).

El concepto de que las mutaciones en las cadenas ligeras de la miosina pueden causar CMH, aparecio
como consecuencia de los numerosos resultados que apuntaban a que las alteraciones en otras proteinas
sarcoméricas podian causar la enfermedad. Ademas, un grupo importante de mutaciones de la MyHC se
habian localizado en los dominios involucrados en la union a las cadenas ligeras, 1o que implicaba a esta
regién como una zona critica para el funcionamiento normal de las proteinas motoras. Actualmente se han
identificado mutaciones tanto en la CLE como en la CLR (Eig. 3). Existen dos mutaciones con pérdida de
sentido en la CLE en los residuos de aminoécidos conservados M149V y R154H que estan asociados a la
enfermedad (28, 62). Los estudios de estructura/funcion demuestran gque existe un aumento en la velocidad
de traslocacion de la actina en ensayos de motilidad in vitro (28, 62). También se han identificado 7
mutaciones con pérdida de sentido y una mutacién por truncamiento en la CLR (28, 40). Més de la mitad de
estas mutaciones (A13T, F18L, E22K, P95R) tienen lugar en residuos de aminoacidos muy conservados, y
mediante modelos animales se demostrd que estas mutaciones pueden producir la eliminacion del sitio de
fosforilacion. Esto, a su vez, puede tener efectos sobre la flexibilidad del dominio regulador de la miosina.
Otras dos mutaciones han sido identificadas recientemente (63); la N47K, localizada en €l sitio de union de
Ca’*, y la IVS6-1g>c en €l intrén 6, que produce un procesamiento erroneo con pérdida del exon 7. Los
autores sugieren que un cambio en la afinidad por el Ca?* puede ser el mecanismo fisiopatoldgico de la
mutacion N47K. En el caso de la mutacion por procesamiento erréneo, este cambio traeria como
consecuencia la truncacion de la proteina con pérdida del sitio de unién de la miosina. La delecion del
carboxilo terminal elimina la regulacion mediada por la fosforilacién de la contraccion en el musculo liso
(64, 65). Tal y como ocurre con las mutaciones de la MyHC, las mutaciones de la CLR muestran una
expresion variable y una penetracion incompleta.

Las mutaciones en las cadenas ligeras estan asociadas con un fenotipo cardiaco raro y sorprendente, que
consiste de una hipertrofia masiva de los misculos papilares y del tejido ventricular adyacente, causando
una obstruccion medio-ventricular (28). Las mutaciones de la MLC pueden interferir con la respuesta de
estiramiento-activacion del musculo papilar y del tejido ventricular adyacente, una propiedad que sblo se ha
encontrado en porciones del corazén que aumentan su potencia (66).
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El gen TNNT2

En el musculo cardiaco, han sido descritas multiples isoformas de cTnT que se expresan en el corazén
del feto y del adulto, y en el corazdén enfermo, que son el resultado del procesamiento alternativo
(“alternative splicing”) del gen Unico TNNT2 (67-70). La relevancia fisioldgica de estas isoformas no esta
claramente entendida. El gen TNNT2 fue localizado por el andlisis de hibridos de células sométicas y por
fluorescencia in situ al cromosoma 1932 (70, 71). La organizacion estructural y la secuencia nuclectidica
completa han sido determinadas en la rata por Jiny col. (71), y las primeras mutaciones de CMH fueron
numeradas de acuerdo a esta estructura de la rata (72). El gen humano fue parcialmente establecido por
Forissier y col. (73), lo que permitid la localizacion precisa de las mutaciones dentro de los exones,
incluyendo aguellas que se procesan alternativamente durante el desarrollo, y también usar una
nomenclatura que refleja el potencial codificador del genTNNT2 humano.

El gen TNNT2 se compone de 17 exones que se extienden sobre 17 kb y dan lugar a multiples isoformas por
el uso, tanto de exones alternativos como de sitios aceptores aternativos (Fig. 4). La isoforma cardiaca
comparte la estructura completa y la funcion de otras isoformas de troponina. Es una molécula asimétrica de
alrededor de 37 kDa cuya porcion amino-terminal contiene un lugar de fosforilacién que es €l sitio de union
de la proteina quinasa C, asi como un lugar para la unién de la region C-terminal de la tropomiosina. La
region carboxilo-terminal contiene un lugar de unién para la [O-tropomiosina dependiente de calcio y
lugares de union parala TnC, Tnl y, posiblemente, para la actina. Existen tres lugares potenciales para la
fosforilacidn, que pueden regular la cinética del entrecruzamiento al disminuir la tasa méxima de actividad
de la ATPasa (74). La proteina desempefia un papel estructural importante al colocar a complejo de
troponina a lo largo del filamento delgado. Ademas, la TnT confiere sensibilidad al calcio a la actividad
inhibitoria del complejo cTnl-cTnC sobre la ATPasa de la actomiosina (75).
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Fig. 4. Las mutaciones en latroponina T cardiaca (cTnT) en la CMH. (A). Seindican las mutaciones
descritasy la organizacion intr6n-exon. Las mutaciones que han sido estudiadas en modelos animales
genéticamente modificados se muestran debajo del diagrma intr6n-exon. (B). Representacion
esquemética de la proteina cTnT codificada por € gen TNNTZ2, con sus lugares de unién. (adaptado
deDallozy cal.) (113).

Las mutaciones en el gen TNNT2 son responsables de aproximadamente el 20% de los casos de CMH
(Tabla I) (73, 76). Hasta la fecha se han descrito 16 mutaciones; 14 son mutaciones con cambio de codon
distribuidas a lo largo de la molécula, 1 es una mutacion del lugar de corte y empalme (72), y una es una
delecion en el marco de lectura (76). Estas dos Ultimas producen una proteina truncada. A pesar de esta
diversidad, la presentacion clinica es muy similar, caracterizada por una hipertrofia indetectable, leve o
moderada; una penetracion incompleta, con pronostico pobre y una alta incidencia de muerte sibita cardiaca
en la adolescencia o0 en la edad adulta temprana. En esta clase altamente maligna, €l desarrollo de la
hipertrofia cardiaca puede ocurrir independientemente de la muerte subita, lo que distingue este fenotipo de
las mutaciones de la proteina motora, miosina. Al menos 6 mutaciones tienen un prondstico pobre: 179N,
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R92Q, A104V, Edel160, e 1V S15-202g>a (72, 76). La Unica excepcion es F110I, la cual afecta el 13% de

las familias con una mutacion del gen de la troponina T cardiaca; en Japon esto estd ocasionalmente

asociado con hipertrofia atipica (77). Como en las mutaciones benignas de MyHC, ningln cambio ocurre en
la carga del aminoacido gque involucra uno de los sitios principales de union con la molécula de la O-actina

cardiaca.

Se ha descrito una mutacion del gen TNNT2, asociada con desarreglo miofibrilar extenso sin un
incremento en la masa y muerte siibita en una familia (14). La mutacion involucra el exdn 9 con una
substitucion de arginina por leucina en el codon 94 (R94L), que produce un cambio en la carga y en la
conformacion de la proteina. Puede deducirse que la hipertrofia puede no ser el factor que determine la
muerte stbita en la CMH, y en lugar de €ello, lo sea el desarreglo de la miofibrilla asociado con la fibrosis.
En el afio de 1999, se describid una mutacién, R278C, en un paciente de 67 afios de edad, quién 10 afios
atrés, estaba normal desde el punto de vista clinico y electrocardiografico (78). Todos los casos conocidos
hasta ese momento habian comenzado en la adolescencia. Se puede concluir que esta mutacion del gen
TNNT2 puede llegar a manifestarse tardiamente, justificando los casos de muerte stibita en la edad adulta,
en individuos asintométicos, con una hipertrofia ventricular leve o normal.

El gen TNNI3

La Tnl es la sub-unidad inhibitoria del complejo de troponina. El corazén humano tiene una isoforma
especifica que se caracteriza por tener un extremo amino-terminal de 33 aminoacidos que no tienen las
isoformas esqueléticas. La Tnl se une a la actina, lo que previene la actividad ATPasica de la miosina. La
inhibicion por esta unidad se vuelve reversible en presencia de calcio, que se une a la cTnC e induce un
cambio conformacional en el complejo de la troponina que produce la liberacidn de la actividad inhibitoria
de la cTnC, permitiendo la contraccion. La isoforma cardiaca presenta unas propiedades Unicas, que
incluyen la unién cooperativa a la actina-tropomiosina (79). La proteina esta constituida por 210
aminoacidos, con un peso molecular de 30 KDa, y esta codificada por €l gen TNNI3, localizado en el
cromosoma 19p13.2-g13.2, y compuesto de 8 exones (Eig. 5). La Tnl cardiaca contiene varios dominios
funcionales. En el extremo amino-terminal existen dos lugares que pueden ser fosforilados por la proteina
quinasa A (serinas 23y 24). La fosforilaciéon disminuye la sensibilidad de los miofilamentos al calcio, e
inhibe la unidn cooperativa a la actina. Las serinas que se encuentran en las posiciones 42 y 44 pueden ser
fosforiladas por la proteina quinasa C; la fosforilacion reduce la actividad maxima ATPéasica. Una region
inhibitoria que se une ala actinay alacTnC produce relgjacion através de la inhibicion de la interaccion
con la actomiosina. Finalmente, el extremo carboxilo-terminal parece ser esencial parala sensibilidad de los
miofilamentos al calcio (80).
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Fig. 5. Las mutaciones de latroponina | cardiaca (cTnl) en la CMH. (A). Seindican las mutaciones
descritasy la organizacion intr6n-exon. Las mutaciones que han sido estudiadas en modelos animales
genéticamente modificados se muestran debajo del diagrma intr6n-exon. (B). Representacion
esquemética de la proteina cTnl codificada por € gen TNNI 3, con sus lugar es de unién. (adaptado de
Dalloz y col.) (113).
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Las mutaciones en la cTnl también estan asociadas con la CMH (Tabla I) (27). Hasta el presente han
sido descritas 8 mutaciones, 7 mutaciones con pérdida de sentido y una delecidn, todas localizadas en los
exones 3, 7y 8 (Fig. 5). Tres mutaciones (R145G, R145Q y R162W) se localizan en laregion inhibitoria, y
las otras estédn en el extremo carboxilo de la molécula. Las consecuencias funcionales siguen siendo
desconocidas. Estas mutaciones producen una hipertrofia ventricular que, en algunos casos, puede estar
restringida al dpice (27).

El gen TPM1

Latropomiosina (Tm) es una proteina rigida en forma de bastén que se une a todo lo largo del filamento
de actinay a complejo de troponina, que regula la interaccién sensible al calcio de la actina 'y la miosina.
En el corazdn adulto, la isoforma predominante es la [I-tropomiosina de misculo estriado, compuesta por
284 aminoécidos (PM aproximado de 34-36 kDa). Un mecanismo de corte y empalme alternativo del gen
TPM1 genera la O-tropomiosina. El gen esta localizado en el cromosoma 15022 y consiste de 14 exones
(Eig._6). La O-tropomiosina contiene dos dominios de union TnT, uno dependiente de calcio y otro
independiente de calcio en la region carboxilo-terminal de la molécula que une la tropomiosina a complejo
de troponina. La [I-tropomiosina estabiliza el filamento y 1o hace mas rigido y, en ausencia de calcio,
bloquea el lugar de unidn de la actina ala miosina. También desempefia un papel en la determinacion del
grado de cooperatividad y sensibilidad al calcio.
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Fig. 6. Las mutacionesen la [O-tropomiosina (O-Tm) en laCMH. (A). Seindican las mutaciones
descritasy la organizacion intr6n-exon. Las mutaciones que han sido estudiadas en modelos animales
genéticamente modificados se muestran debajo del diagrma intr6n-exon. (B). Representacion
esquematica de la [0-Tm codificada por € gen TPM1, con sus lugares de union. (adaptado de Dalloz y
cal. ) (113).

Las mutaciones en el gen TPM1 representan aproximadamente el 5% de las mutaciones responsables de
CMH (Tabla I). Hasta el presente han sido identificadas 6 mutaciones con sentido erroneo, dos en el exon
2 (AB3V, K70T) que pueden alterar la unién de la O-tropomiosina a la actina (81,82), tres en el exén 5
(D175N, E180G, E180V), que pueden afectar la union ala TnT dependiente de calcio (71, 81, 83), y unaen
el exdn 3 (V95A) (84), que incrementa la afinidad por €l calcio, con un fenotipo leve y prondstico pobre; 13
muertes en 26 afectados, 11 de las cuales fueron muerte stibita y dos relacionadas con fallas cardiacas.

El gen MYBPC3

La proteina C enlazadora de miosina (MyBP-C) es una proteina grande, con un PM de aproximadamente
130 KDa, y con 1274 aminoacidos. La localizacion cromosomica fue realizada por fluorescenciain situ en
el cromosoma 11p11.2, y su posicion precisa fue determinada por localizacion de hibridos entre los loci
D11A133 y D11S1326 (85, 86). La organizacion estructural y la secuencia de la proteina fueron
determinadas recientemente (87). La isoforma cardiaca tiene 35 exones, y contiene tres dominios Unicos de
isoforma, algunos de los cuales pueden modular la contraccion via fosforilacion por la proteina quinasa A
y/o proteina quinasa dependiente de calmodulina (Eig. 7). LaMyBP-C, que es el principal componente del
filamento grueso, se une tanto a los filamentos gruesos como a latitina. La MyBP-C se encuentra localizada
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en la region C de la banda A, y tiene una organizacion Unica, con 7-9 bandas axiales en cada mitad
sarcomérica (Fig. 1). Como otras proteinas que se unen alamiosina, la MyBP-C pertenece a la superfamilia
de inmunoglobulinas (1g) intracelulares, y esta compuesta por dominios g y fibronectina repetidos (88).
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Fig. 7. Las mutaciones de la proteina C enlazadora de miosina (MyBP-C) en la CMH. (A). Seindican
las mutaciones descritasy la organizacién intr6n-exon. L as mutaciones que han sido estudiadas en
modelos animales genéticamente modificados se muestran debajo del diagrma intrén-exén. (B).
Representacion esquemética de la proteina MyBPC3 codificada por € gen MyBP-C, con sus dominios
y lugares de unién. (adaptado de Dalloz y col.)(113).

Las mutaciones en el gen de la MyBP-C cardiaca son responsables de aproximadamente el 20% de los
casos de CMH (Tabla 1). Se ha descrito un nimero importante de mutaciones (>40), la mayoria de las
cuales resulta de mutaciones del lugar de corte y empalme, inserciones y deleciones (89, 90), que producen
proteinas truncadas. La mayoria de los truncamientos ocurre en el dominio carboxilo-terminal, que contiene
un lugar para la union de la miosina, estando presente unas veces si y otras no el lugar de unién para la
titina. Sorprendentemente, la enfermedad no se presenta sino hasta la quinta o sexta década de vida, y se
caracteriza por un comienzo tardio de la CMH, con presentacion incompleta 'y un perfil clinico relativamente
benigno (91), que contrasta con otras mutaciones genéticas sarcoméricas mas malignas. Debido a comienzo
tardio, la evolucion benigna y la predominancia de individuos asintomaticos con hipertrofia leve, la
prevalencia de estas mutaciones puede estar subestimada. Por lo tanto, la deteccion de pacientes
sospechosos de tener CMH deberia incluir a pacientes de todos los grupos de edad, incluyendo a los
adultos considerados saludables en evaluaciones clinicas previas (92).

El gen ACTC

La actina ha sido identificada en muchas clases de células incluyendo las musculares, donde es el mayor
constituyente del filamento delgado. Lall-actina cardiaca fue aislada y caracterizada por Hamaday col. en
1982 (93). Esta proteina consta de 377 residuos de aminoécidos. Las actinas estan involucradas en la
generacion de la fuerza dentro del sarcomero y en la transmision de la fuerza desde el sarcomero a tejido
adyacente. De acuerdo con su papel funcional, se conoce que la actina interactla directamente con el
filamento grueso, a través de la MyHC, otros polipéptidos del filamento delgado (la troponina | y la
O-tropomiosina), las cadenas ligeras y las proteinas de anclaje, como la actininay la distrofinaKig. 1) (74).
Empleando un fragmento de ADN complementario de un exén del gen de la [J-actina cardiaca en estudios
de hibridos de células sométicas, Shows y col. (94) demostraron que el gen estaba codificado por un
segmento en el cromosoma 15g11-gter. Posteriormente, por hibridacién fluorescente in situ (FISH) fue
asignado el gen a 15g14.

Las primeras mutaciones (A297Sy M307) del gen ACTC fueron identificadas por Mogensen y cal. (30),
cercanas a un sitio que previamente habia sido descrito como productor de cardiomiopatia dilatada, estos
investigadores fueron los primeros en demostrar que mutaciones en genes sarcomericos eran responsables
de dos diferentes cardiomiopatias (Tabla 1). Estas dos mutaciones estan cercanas al sitio de union de la
miosina, y pueden afectar dicha union. Recientemente (95), han sido identificadas tres mutaciones nuevas,
E101K, que produce un cambio de carga neta en la proteina y forma un enlace electrostético débil en el sitio
de unidén de la actomiosina; P166A, que se encuentra adyacente a la region de interaccion entre los
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monomeros de actina en la doble hélice del filamento de actina; A333P, adyacente a sitio de interaccion
actina-miosina.

El gen TTN

La titina, con un peso molecular aproximado de cerca de 3000 kDa, es el polipéptido méas grande
conocido y una proteina abundante del musculo estriado. Sus moléculas estdn encadenadas y se extienden
desde lalinea M ala Z en el sarcdbmero. La asignacion definitiva del locus a cromosoma 2g24.3 (96), fue
realizada empleando un mapa de hibridos de radiacion, en la vecindad de los marcadores D2S384 y
D2S364. Labeit y Kolmerer (97) determinaron la secuencia del ADN complementario de la titina cardiaca
humana. Este ADN de 82 kb predice una proteina de 244 copias de dominios tipo inmunoglobulina y de
fibronectina lll. La arquitectura de las secuencias en la region de la banda A de la titina sugieren el por qué
la estructura del filamento grueso esta conservada en los vertebrados. En la regiéon de la banda I, la
comparacion de las secuencias de la titina de musculos de diferente tension pasiva identificod 2 elementos
gue se correlacionan con larigidez del tejido. Esto sugiere a los autores que la titina puede actuar como dos
resortes en serie. La expresion diferencial de los resortes provee una explicaciéon molecular para la
diversidad en la longitud del sarcomeroy latenson en reposo del musculo estriado de los vertebrados. En
un estudio para determinar la interaccion de la titina con otras proteinas sarcoméricas, Freiburg y Gautel
(98) determinaron que la CMH debida a mutaciones en la titina, puede ser el resultado de un mal
ensamblaje del filamento grueso por la eliminacion de la interaccién terciaria de la titina, la miosina 'y la
proteina C enlazadora de miosina cardiaca. Hasta el presente solo ha sido identificada una mutacion en la
titina asociada con CMH, la R740L, que se encuentra localizada dentro del sitio de unién de la O-actinina,
en el exdn 14, y al parecer aumenta la afinidad a la proteina Tabla 1) (31).

CARDIOMIOPATIA HIPERTROFICA EN MODELOS ANIMALES GENETICAMENTE
MODIFICADOS

Los modelos animales de enfermedades hereditarias humanas han servido de base para comprender los
efectos fenotipicos de las diferentes mutaciones. La transgénesis y la reconstruccion génica (“gene
targeting”) en el ratén proporcionan herramientas para modificar el genoma de los mamiferos y la dotacion
proteica motora del corazon. Dirigiendo la expresiéon de una proteina modificada por ingenieria genética
directamente al corazdn, es posible remodelar de manera efectiva el perfil proteico cardiaco y estudiar la
consecuencia de una Unica manipulacion genética a nivel molecular, bioquimico, citolégico y fisiolégico,
tanto en condiciones normales como patol égicas.

M odelos animales del gen MYH7

Los dos primeros modelos animales de la CMH que se desarrollaron fueron realizados con el proposito
de estudiar la mutacion R403 del gen MYH7 (99, 100), empleando la técnica de reconstruccion génica. En
el primer modelo, se introdujo la mutacion por recombinacion homologa; de manera que, |os heterocigotos
tenian un alelo normal y otro mutado. El otro modelo se gener6 por la expresion transgénica de una proteina
- MyHC de rata que portaba la mutacién R403Q asociada con una delecion en el sitio de union de la
actina, de manera que el raton transgeénico tenia dos alelos normales mas uno mutado (100). Estos sistemas
son considerados heterdlogos, puesto que el gen mutado de la proteina humanal-MyHC fue introducido en
el ratén O-MyHC. Laproteina O-MyHC tiene una alta actividad ATPasica y estd adaptada al corazon del
raton, mientras que la O-MyHC, con baja actividad ATPasica, esta adaptada al humano. A pesar de esto,
los resultados de estos estudios dieron la primera base genética de la CMH. En los humanos la mutacion
s0lo esté presente en forma heterocigética y, de acuerdo con esta observacion, el ratdn homocigoto muere a
los pocos dias de nacer (100). Los individuos heterocigotos sedentarios sobrevivieron, o que demuestra que
la presencia de la mutacion R403Q da lugar a una funcion cardiaca andmala pero compatible con la vida.
Los heterocigotos presentaron la misma histopatologia y fisiopatologia, que se habia observado en laforma
humana de la CMH (101-103). La disfuncion cardiaca precedié los cambios histopatoldgicos vy, la
desorganizacion miocitaria, hipertrofiay fibros's aumentaron con la edad (99).
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Las evaluaciones de las consecuencias funcionales de la mutacion R403Q a nivel molecular (104) han
dado como resultado que la actividad ciclica de la actina esta acelerada, y ésta puede ser la causa de la
mayor velocidad en el aumento de la presion observadain vivo (101), asi como de la mayor velocidad en el
desarrollo de lafuerza en fibras musculares (105). Esta ganancia de funcion es cons stente con el fenotipo
hemodindmico observado en los humanos, y probablemente estimula el desarrollo de una hipertrofia
compensatoria que no es debida a una disminucién en la capacidad de generar fuerza sino que, por el
contrario, esta relacionada con la demanda energética cronicamente aumentada en el miocardio. En este
modelo, la hipertrofia compensatoria aumentaria la masa tisular para reducir €l estrés de la pared y la
utilizacion energética por unidad de volumen del miocardio. Esto puede ser validado en experimentos en
donde se mida la fuerza y la velocidad de desplazamiento de la 0-MyHC humana y de los filamentos
delgados reguladores del corazon.

M odelos animales de los genesMYL2y MYL3

Las diversas mutaciones de las cadenas ligeras reguladoras han sido asociadas con un fenotipo con
hipertrofia del masculo papilar, y para validar la hipétesis de que esto refleja un efecto comin sobre la
funcién de la miosina, han sido generados ratones transgénicos con fragmentos genémicos humanos grandes
(alrededor de 12 kb) que contienen la mutacion M149V. Tales ratones reproducen el fenotipo (106). El
modelo hizo posible estudiar la respuesta de estiramiento-activacion antes que los corazones fuesen
deformados en el proceso hipertrofico, y ha confirmado que la respuesta de estiramiento-activacion puede
desempefiar un papel en el corazon de los mamiferos, ofreciendo una nueva via para modular la funcién
cardiaca humana. Otro modelo de ratdn transgénico en el que el lugar susceptible de ser fosforilado es
eliminado, ha demostrado la importancia de esta modificacion que tiene lugar después de la traduccién
(107). Con el proposito de determinar la relacion causal de las mutaciones en las cadenas ligeras y el
fenotipo de CMH, fue desarrollado un modelo de ratén en donde se expresaban las formas mutadas o las
normales, utilizando clones de ADN complementario que contenian solo las regiones codificadoras de los
loci genéticos. Los resultados obtenidos fueron sorprendentes, ya que cuando niveles importantes de
expresion resultaban en un reemplazamiento de la proteina enddgena por la forma mutada en un 50% o mas,
no se detectaba hipertrofia, incluso en animales de edad avanzada (108). Aungue los cambios ocurrieron a
nivel de los miofilamentos y de las células, y las miofibrillas mostraban una sensibilidad aumentada al
calcio y déficit significativo en la relajacion de forma relacionada con la dosis transgénica, no aparecio
hipertrofia ni en los cardiomiocitos ni en las camaras cardiacas. Debido a la discordancia entre estos datos y
los obtenidos con ratones transgénicos que contenian el fragmento gendmico humano, la opinion actual de
gue estas mutaciones son por si mismas las causantes de la hipertrofia cardiaca debe ser reevaluada. En un
trabajo reciente, James y col. (109), desarrollaron un modelo de conejo transgénico en donde el ADN
complementario de la CLE fue aislado y secuenciado, la mutacion M149V fue realizada y e ADN
complementario fue colocado con el promotor de la O0-MyHC, €l cual dirige la expresion cardiaca en el
ventriculo del conejo. MUltiples lineas de conejos transgénicos mostraban diferentes niveles de reemplazo
de la proteina, y no se observo un patrén discernible de la enfermedad, a nivel estructural o funcional en los
estados neonatales, juveniles o adultos. Los autores concluyen que la mutacion M 149V no es la causa de la
CMH cuando es expresada en €l conejo, en el contexto de la proteina endégena. Estos resultados sugieren
la implicacion de otros factores, tales como los genes modificadores y/o factores ambientales (35), que
podrian modular la expresion fenotipica de los genes mutados.

M odelos animales del gen MYBPC3

Las mutaciones en el gen de la MyBP-C cardiaca en su mayoria producen una proteina truncada (87-90),
y €l enfoque transgénico es una buena herramienta para investigar los efectos patoldgicos de estas
mutaciones, que se producen en la quinta o sexta década de vida, por la posibilidad de estudiar la
severidad y progresion de la enfermedad y su relacion con los niveles de expresion de la proteina. Dado
gue se ha postulado la haplo-insuficiencia funcional como uno de los probables mecanismos de produccion
del fenotipo, ya que la misma no se podia encontrar en biopsias de pacientes (87), se construyeron dos
modelos de ratones transgénicos. El primer modelo reemplazé aproximadamente la mitad de la MyBP-C
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cardiaca con una proteina que carecia de los dominios para unirse ala miosinay latitina (110). La proteina
truncada que se codificaba era estable, pero no se podia incorporar de manera eficiente en el sarcomero, lo
gue sugeria que la proteina no actuaba como un “péptido tdxico”. Las anormalidades fisiopatologicas y
estructurales en los ratones estaban relacionadas con la dosis, e ilustraban las consecuencias estructurales
causadas por la insuficiente incorporacién de MyBP-C funcional en el ensamblaje sarcomérico y/o por la
incorporacion del polipéptido aberrado. La disgenesia sarcomérica era prevalerte, o que indica que son
necesarias cantidades normales de la proteina original para la integridad estructural de los sarcomeros de los
cardiomiocitos. El fenotipo leve desarrollado por los ratones reproduce el fenotipo clinico relativamente
benigno que se observa en ciertas mutaciones. No obstante, se ha postulado que este fenotipo puede variar
dependiendo de |a mutacion. Para probar esta hipétesis, se generé un segundo modelo de ratdn transgénico
gue expresa en el corazén una forma mutante de la MyBP-C que carece del lugar de la unién de la miosina
(111). De acuerdo alo esperado para esta mutacion, solo se encontraron niveles modestos de la proteina, o
gue concuerda con los datos obtenidos de biopsias humanas en los que la proteina mutada no pudo ser
detectada. A pesar de los niveles normales de la proteina enddgena, se observaron cambios significativos en
la edtructura y ultra-estructura del corazén. La mecanica de la fibra estaba alterada, observandose una
disminucion en la velocidad de acortamiento, en el acortamiento méximo y en la fuerza maxima relativa.
Este modelo apoya el concepto de “péptido toxico” de la proteina mutada.

Los modelos transgénicos de la MyHC ilustran algunos de los puntos importantes concernientes a la
utilidad del enfoque general. En primer lugar, un modelo animal de roedor peguefio, puede reproducir
fielmente elementos de la patologia humana. En segundo lugar, |a tasa relativamente rapida con la que estos
modelos pueden ser generados permite demostrar la diversidad de los mecanismos fisiopatoldgicos que
pueden resultar en una CMH, en la que estan involucradas diferentes mutaciones del mismo gen
(MYBPC3). Debido al nimero limitado de investigaciones que pueden realizarse en humanos, 1os modelos
de raton proporcionan una oportunidad Unica para descubrir procesos patogénicos que evolucionan
gradualmente alo largo de lavida del animal (112, 113).

Se ha generado un modelo de ratén transgénico “knockout” con el propdésito de evaluar lafuncién de la
MyHC y comprender el mecanismo de produccion de CMH producto de mutaciones en el gen MYBPC3
(112). Los autores produjeron cepas de ratones con pérdida de la MyHC, producto de deleciéon de los
exones 3 a 10 de la MyHC enddgena cardiaca. Los ratones heterocigotos para la mutacion (+/-) fueron
indistinguibles de los normales (+/+), mientras que los homocigotos para la mutacion (-/-) mostraron una
hipertrofia cardiaca importante. La evaluacion ecocardiogréfica de los ratones mostré una disminucion
importante de los indices de funcion sistdlica y diastélica en los homocigotos para la mutaciéon. La
sensibilidad al calcio estaba reducida en los ratones homocigotos pero no en los heterocigotos. Estos
resultados establecen que la MyHC no es esencial para el desarrollo cardiaco, pero la ausencia de laMyHC
da como resultado una profunda hipertrofia cardiaca y una funcion contréactil defectuosa.

M odelos animales del gen TPM1

Para estudiar las consecuencias funcionales de las mutaciones de [I-Tm, se han generado ratones
transgénicos que expresan la mutacién con sentido erroneo D175N en el compartimiento cardiaco (114). La
expresion de la proteina mutante estuvo asociada con una disminucién reciproca en los niveles enddgenos
de 0O-Tm. Cuando el reemplazo excedia el 50% de la [I-Tm enddgena, se producia una disminucién de la
contractilidad y de la relgjacion en preparaciones de corazon funcionante. M ediante ecocardiografia se pudo
ver que los ratones transgénicos exhibian una funcion ventricular normal, pero respondian menos
vigorosamente al gjercicio y ala estimulacion adrenérgica del tipo . Sin embargo, la esperanza de vida era
normal, tal como ocurre en algunos pacientes. Histologicamente se apreciaba una ocurrencia variable de
desorganizacion miaocitica, hipertrofiay fibrosis. La mutacion, que esté localizada en el area de unién de la
O-TmalaTnT, puede deteriorar las ya de por si débiles interacciones TnT-[I-Tm que se producen en esta
region, alterando la sensibilidad de los miofilamentos al calcio. Para probar esta hipotesis, se aislaron fibras
de musculos papilares a las que se elimind la membrana celular. La mecanica y cinética de estas fibras,
tanto de los corazones de ratdbn mutante como de los muisculos humanos, mostraron una sensibilidad
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aumentada al calcio (115).

Los datos complementarios esenciales para ayudar a entender la patogenia de la CMH relacionada con
las mutaciones de la [0-Tm proceden de un modelo de ratén “knockout” en el que el gen de la O-Tm fue
eliminado por reconstruccion génica (116). Tal como se esperaba, 10s ratones “knockouts” homocigotos no
fueron viables. Sin embargo, los ratones heterocigotos apenas presentaron cambios en la estructura o
funcién cardiacas, 1o que demuestra que el ratdn puede afrontar facilmente la haploinsuficiencia del gen de
la O-Tm. Estos datos sugieren fuertemente que las anormalidades cardiacas debidas a mutaciones de la
0-Tm no estan asociadas a haploinsuficiencia, como ocurre con las eliminaciones del gen de la O-MyHC,
siempre que asumamos gue los musculos cardiacos humano y de ratdn son similares. Es interesante sefial ar
gue el ARNm total estaba disminuido en un 50% en los ratones heterocigotos. Sin embargo, el ARNm
unido a los polisomas (es decir, el que se traduce activamente a proteina), asi como los niveles de proteina,
fueron similares a los que presentaron las camadas del tipo original, o que sugiere que la cantidad relativa
de ARNmM que se traduce no esta afectada, y que la regulacion de la traduccién desempefia un papel
importante en el control de la expresiéon de la Tm (117). Estos hallazgos implican que en los heterocigotos
los mecanismos reguladores mantienen el nivel de Tm miofibrilar a pesar de la reduccion en el ARNm de
la O-Tm, y explican por qué la inactivacion de uno de los alelos de la (0-Tm no causa la patol ogia
observada en la CMH.

Un modelo de animal transgénico fue empleado recientemente para investigar los efectos de dos
mutaciones en la[d-Tm humana, D175N y E180G, empleando ensayos de motilidadin vitro con unad-Tm
humana recombinante, expresada con un amino-terminal de alanina-serina (AStm) para emular la acetilacion
in vivo, y troponina cardiaca humana nativa (118). Los autores reportan un incremento en la sensibilidad al
calcio en las fracciones de filamentos, cuando se comparan la tropomiosina mutada con la normal. Las
medidas indirectas de la fuerza en los filamentos reconstituidos con la AStm mutada producian la misma
fuerza comparada con los filamentos normales. Estos resultados muestran efectos diferentes de las
mutaciones de la CMH en la tropomiosina comparados con los sistemas heterdlogos previamente descritos
(117). Estos autores demuestran, al realizar experimentos paral elos con la troponina cardiaca humana o la
troponina esquel ética de conejo, que el fenotipo cardiaco especifico de las mutaciones de la CMH en la
O-Tm no es €l resultado de cambios funcionales méas marcados cuando interactla con la troponina
cardiaca.

M odelos animales del gen TNT2

Para intentar resolver la diversidad de mecanismos que conducen a la enfermedad humana, se han
reproducido en 3 modelos de ratones, los efectos de una mutacion diferente de la cTnT que corresponde a
la mutacién con pérdida de sentido R92Q. Estos modelos, que expresaron niveles variables de la proteina
mutada, exhibieron fenotipos diferentes, pero presentaron una caracteristica comun: la ausencia de
hipertrofia. En consecuencia, la cantidad de proteina mutada puede desempefiar un papel importante a la
hora de determinar el fenotipo de la enfermedad, y puede estar involucrada en la presentacion heterogénea
observada en una poblacion de pacientes que tienen una mutacion idéntica (alternativamente, otros genes
modificadores pueden ser responsables de la presentacion variable). Cuando sélo se expresaban niveles
bajos de la proteina mutante, el corazdn del ratdn presentaba una desorganizacion de los miocitos cardiacos,
un aumento del contenido intersticial de coldgeno y una disfuncion diastélica, fenotipos smilares a los
encontrados en la CMH humana (119). En estos casos, la enfermedad humana ocurre probablemente a través
de un efecto negativo dominante en el cual la funcion alterada de los cardiomiocitos y la desorganizacion
son las anormalidades primarias, y la hipertrofia un proceso compensatorio. Cuando se obtuvieron niveles
mas altos de expresion de la proteina mutante en dos laboratorios diferentes, los ratones transgénicos
presentaron un fenotipo distinto, en el cual el deterioro de la funcion cardiaca global era un efecto primario
y tenia lugar independientemente del desarrollo de las anormalidades histolégicas de la CMH. Aparte de
este mecanismo de accion crucial y comin, cada uno de los 2 modelos transgénicos presentd unas
caracteristicas distintivas propias, que pueden reflejar la expresion clinica heterogénea de la enfermedad,
debida a diferencias en el fundamento y/o factores del entorno. Los ratones transgénicos gque sobre-expresan
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el ADN complementario mutante humano controlado por el potente promotor de [I-MyHC de ratén,
mostraron una disminucion de la fraccion de eyeccidn del ventriculo izquierdo (en inglés, LVEF) (120), en
contraste con la LVEF normal que se habia encontrado en pacientes humanos. Este tipo de discordancia
puede representar también uno de los limites en el uso de modelos animales genéticamente modificados, y
en la extrapolacion de los resultados desde el raton a la enfermedad humana.

En otro modelo de ratdn transgénico, que utilizd un ADN complementario mutante de ratén controlado
por el promotor de la [0-MyHC de rata (106), los niveles elevados de la proteina mutante (30, 67 y 92% del
total de cTnT), estuvieron asociados con alteraciones dependientes de la dosis. Estas ateraciones
incluyeron ventriculos izquierdos més pequefios, una induccion significativa del factor natriurético atrial y
transcriptos [1-MyHC en los corazones (un patrén transcripcional caracteristico de la respuesta
hipertréfica), y patologia mitocondrial. Sin embargo, cuando son expresados niveles elevados de la cTnT
mutante, la mutacion puede actuar como un “cambio en la funcién” méas que como un “péptido toxico”, lo
gue explica las diferencias fenatipicas observadas entre modelos que exhiben varios niveles de la proteina
mutante. En cada uno de estos modelos, es importante enfatizar que la estequiometria global de la proteina
no estaba modificada. Es decir, la cantidad de cTnT mutante + cTnT enddgena equivalia a los niveles de
cTnT observados en los animales normales no modificados, o que indica que la forma endégena es
reemplazada por la cTnT mutante en grado variable. En conjunto, estos modelos de ratdn demuestran que
los diferentes alelos de la cTnT estdn asociados con fenotipos distintos, lo que sugiere que la
heterogeneidad clinica de la MHF es, a menos parcialmente, debida a mecanismos especificos de los
alelos.

En el futuro, lainformacion procedente de los modelos de ratén modificados por ingenieria genética sera
complementada por estudios de terapia génica. Esto permitira la expresion temporal de una proteina mutada
en el corazon. Recientemente, Yu y col. han expresado la cTnT mutante R92Q en el corazon adulto de
congjo mediante una inyeccion intramiocérdica directa de los adenovirus recombinantes (121). En
contradiccion con los estudios a largo plazoin vivo y a corto plazo in vitro, la proteina mutante se incorporé
en el sarcomero sin inducir una desorganizacion temprana en los miocitos y en los sarcomeros, o que
sugiere que laincorporacién miofibrilar prolongada de la cTnT mutante es esencial para su efecto negativo
dominante sobre la estructura de los miocitos cardiacos en el miocardio intacto.

En un intento por elucidar los mecanismos por los que las mutaciones en la cTnl pueden producir el
desarrollo de MHF, se han realizado andlisis in vitro utilizando complejos de troponina cardiaca humana
reconstituida que expresan las formas mutantes de cTnl: R145Q y RI136W. Estas 2 mutaciones
disminuyeron la inhibicién de la actividad ATPéasica bajo condiciones de relgjacion, y aumentaron la
sensibilidad de laenzima al calcio. In vivo, esto se puede traducir en un empeoramiento de la relgjacion y
una contractilidad alterada, 10 que puede constituir €l estimulo hipertréfico que conduce a una CMH (122).
James y col. (123) también han probado el mecanismo patogénico de la enfermedad in vivo, generando
ratones transgénicos que contienen la mutacion con pérdida de sentido R145G. Los animales desarrollaron
una patologia similar ala CMH humana, con hipertrofia en los cardiomiocitos y fibrosis intersticial. Las
alteraciones funcionales a nivel del 6rgano entero incluyeron hipercontractilidad con disfuncién diastdlica, y
se caracterizaron anivel de lafibra por un aumento en la sensibilidad al calcio. Sin embargo, el fenotipo en
los animales fue mucho més severo, con aparicion frecuente de muerte cardiaca stbita'y un acortamiento
drastico de la esperanza de vida. Esta diferencia puede ser atribuida a las caracteristicas del corazén de
raton, que tiene que realizar ciclos muy rapidos de sistole a diastole, y tiene que ser por lo tanto méas
sensible (que el corazdn humano) a las perturbaciones en el manejo del calcio.

PATOGENESISDE LA CARDIOMIOPATIA HIPERTROFICA

Los resultados de los estudios in vitro e in vivo sugieren que las mutaciones causan un arreglo diverso
de los efectos iniciales en la estructura y funcion de las proteinas sarcoméricas. Los tipos de mutaciones, su
localizacién, y la funcidén de la proteina afectada son importantes para la diversidad de los defectos
iniciales. Sin embargo, a pesar de lo anterior, el fenotipo final es la hipertrofia cardiaca, fibrosis 'y el
desarreglo. Las vias intermediarias que conectan los defectos iniciales con el fenotipo final, aln hoy en dia
son desconacidas. En general, parece que los fenotipos iniciales son principalmente funcionales, seguido
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por el fenotipo molecular, los cuales son probablemente fenotipos intermediarios, y subsecuentemente
fenotipos estructurales.

La mayoria de las mutaciones en la CMH son mutaciones con cambio de coddn, que parecen no interferir
con el ensamblaje inicial y la alineacion apropiada de los miofilamentos y sarcomeros. Por lo tanto, las
proteinas con este tipo de mutaciones funcionan como “péptidos toxicos’, que gercen un efecto negativo
dominante sobre la funcion del miocito que sigue a su incorporacion dentro de las miofibrillas (22). Las
mutaciones por delecidn o truncacion que eliminan el codon de terminacion, o el sitio de poliadenilacion, o
codifican proteinas truncadas, que son probablemente degradadas inmediatamente después de la traduccién
(56), pueden alterar la estequiometria de las proteinas sarcoméricas. Estas mutaciones pueden funcionar
como “alelos nulos” y ejercer su efecto a través de la haplo-insuficiencia. Los experimentos de
reconstruccion génica en ratones, sugieren que la “haplo-insuficiencia” puede ser gen-especifica, puesto
gue la eliminacion de una copia del gen murino - MyHC tiene como consecuencia, la alteracién en la
estructura del sarcdmero y la disfuncion del miocardio. En contraposicion, la eliminacion de una copia de la
O-tropomiosina no induce anormalidades funcionales o morfoldgicas (116, 117).

Los datos experimentales y clinicos sugieren que la hipertrofia cardiaca, es producto de un fenotipo
compensatorio. La hipertrofia ventricular a menudo ocurre en etapas avanzadas o0 esta ausente en un nimero
significativo de pacientes que han heredado la mutacion causal de la enfermedad. Los estudios de
estructura-funcion en cardiomiocitos adultos y en corazones intactos, sugieren que las anormalidades
funcionales preceden a la hipertrofia cardiaca en individuos con CMH (119-122). Un estudio reciente ha
mostrado que las vel ocidades de contraccion-relgjacion estan reducidas en humanos con la mutacion, alin
en ausencia de hipertrofia cardiaca detectable (124). Similarmente, la contraccién del miocardio y la
velocidad de relajacion estan reducidas en ratones transgénicos ((FMyHC-Q403) previas al desarrollo de la
hipertrofia cardiaca o la fibrosis intersticial (124). Ademés, los estudios de transferencias de genes en
cardiomiocitos adultos mostraban una funcion anémala, previa al desarrollo de desarreglo miofibrilar o del
sarcomero (119-122). Es méas, miotubos esqueléticos y fibras musculares, aisladas de musculo esquelético
de pacientes con CMH, mostraban generacién de fuerza reducida en ausencia de anormalidad estructural
(125, 126). Finalmente, los miocitos aislados de ratones transgénicos que expresan la proteina mutada
O-MyHC muestran un rendimiento mecanico anormal (102). Colectivamente estos resultados sugieren que
€l deterioro funcional precede a los cambios estricturales en la CMH.

La hipertrofia cardiaca, la respuesta habitual del miocardio atodas las formas de estrés, cominmente se
desarrolla tardiamente en los humanos con CMH. Varias lineas de evidencia sugieren que la HVI es un
proceso compensatorio debido a un impulso no claramente definido de las proteinas sarcoméricas (T abla
I1). Como se ha discutido previamente, el defecto primario inducido por las proteinas mutadas es diverso y,
la unién entre los defectos primarios y la subsiguiente evolucion de la HV I todavia es desconocida.

TABLA |1
EVIDENCIAS QUE APOYAN EL CONCEPTO DE HIPERTROFIA COMPENSATORIA EN LA
CARDIOPATIA HIPERTROFICA

1. Rendimiento mécanico del cardiomiocito dafiado que sigue a la expresion de proteinas sarcoméricas
mutadas en ausencia de anormalidades estructurales.

2. Regulacion aumentada de la expresidn de los marcadores moleculares de |a hipertrofia, tales como
péptidos atriales y del cerebro, endotelina-1, TGF 01 e IGF-1.

3. Presencia predominante de hipertrofia en el ventriculo izquierdo (cAmara de presién alta) a pesar de
la expresion de la proteina mutada (J-MyHC en la camara derecha (cdmara de baja presion).

4. Lahiperterofia ventricular izquierda esta afectada por € transfondo genético (genes modificadores)
y los factores ambiental es.

5. Remodelado de la hipertrofia en € ventriculo izquierdo seguido de la ablacion septal y alivio del
gradiente de salida.

6. Reversion de la hipertrofiay lafibrosis intersticial en modelo de ratones transgénicos de la CMH
por el blogueo de laangiotensina ll, el receptor 1, o con simvastatina.
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Varios autores han propuesto que las proteinas sarcoméricas mutadas causan un arreglo diverso de
defectos iniciales que convergen en un fenotipo comun de funcién cardiaca dafiada, y un subsiguiente
desarrollo de hipertrofia compensatoria, fibrosis y desarreglo del tejido (127) (en la Fig. 8 se muestran las
mutaciones que se han reportado hasta €l presente para la molécula de miosina Il). De acuerdo a este
modelo, el defecto comin en la CMH, sin tener en cuenta la diversdad de las mutaciones causales y los
defectos iniciales, es la funciéon mecanica dafiada de los cardiomiocitos, 1o cual incrementa el estrés del
miocito y tiende a la activacion de las sefiales intracelulares de las quinasas y de factores tréficos.
Colectivamente las sefiales de las quinasas y |os factores troficos tienden a la hipertrofia cardiaca, fibrosis
intersticial y otras caracteristicas clinicas del fenotipo de la CMH (127). Otros estimulos son aportados por
la sensibilidad alterada al calcio, reducida actividad ATPésica, y disgenesia del sarcomero. De acuerdo a
esto, la hipertrofia del miocito y el desarreglo, la fibrosis intersticial, y €l engrosamiento de las arterias
coronarias, son un fenotipo secundario y potencialmente reversible. Otros mecanismos celulares, tales como
la atrofia de los cardiomiocitos y la pérdida de los mismos por apoptosis, ha sido implicados en los
modelos animales, pero su significado en los humanos alin esta por establecerse.

Fig. 8. Representacion tridimensional de la estructura del fragmento S1 humano,basado en la
estructura cristalogr afica del S1 de pollo (Rayment y col.), mostrando ademas parte del bastén
(134,135). Las cadena pesadas, reguladoray esencial de la miosina se muestran en color azul, .rojoy
verde, representativamente. Las mutaciones de acuerdo a la secuencia 'y cambios reportados en la
base de datosde la CMH (http: //www.angis.org.au./Databases/Heart/Heart-break.html) y
Swiss-Prot (accession numbers P12883,014904,014908,Q16579 y P10916) se muestran en color
blanco para las cadenas pesada y esencial, y en color amarillo parala cadena reguladora. Para esta
Ultima cadena, se muestra en color blanco el dominio de unién de calcio entre los aminoécidos 37 y

48. Esta figura fue preparada empleando e programa MODELLER (136).

CONCLUSIONESY PERSPECTIVASFUTURAS

Los recientes avances en la elucidaciéon de los factores genéticos implicados en la cardiomiopatia
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hipertréfica, han dado como resultado la identificacion de 11 genes que codifican para proteinas del
sarcomero, ademés de otros genes no sarcomeéricos. PRKAG2, KCNQ4, y una mutacion en un ARNt
mitocondrial. Los estudios de correlacion genotipo-fenotipo muestran que las mutaciones y el ambiente
genético afectan la expresion fenctipica de la cardiomiopatia. El fenotipo final es el resultado de la
interaccion de los genes causales, genes modificadores y muy probablemente factores ambientales. Aun
cuando la patogénesis molecular no esta claramente definida, los defectos iniciales causados por las
proteinas mutadas, convergen en una ruta comin de funcion cardiaca anormal, gque tiende a un incremento
en el estrés de los miocitos y a una activacion subsiguiente de sefiales intracelulares de las quinasas y de
factores troficos, los cuales activan la maguinaria transcripcional induciendo la hipertrofia cardiaca, fibrosis
intersticial y el desarreglo de los miocitos, que son las caracteristicas patologicas de la CMH. Los estudios
en animal es transgénicos, muestran que la hipertrofia cardiaca, lafibrosisintersticial y el desarreglo de los
miocitos son potencialmente reversibles (128-131). Tales hallazgos realzan la posibilidad de reversion del
fenotipo que evoluciona o la posibilidad de prevenir el fenotipo en los humanos con CMH. La existencia de
nuevos genes involucrados en la CMH (24) y la heterogeneidad en la expresion fenotipica de la enfermedad,
ponen de manifiesto | a existencia de otros factores genéticos y ambientales que contribuyen a desarrollar la
cardiomiopatia. La elucidacién de las bases moleculares y la patogénesis de la CMH podria darnos la
oportunidad de un diagndstico genético, la estratificacion del riesgo en los afectados y en los portadores
sanos, y la aplicacion de medidas preventivas y terapéuticas en aquellos individuos que hayan heredado la
mutacion causal de la enfermedad (132-133).
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