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ABREVIATURAS

- ACMG: American College of Medical Genetics and
Genomics.

- ADN: Acido desoxirribonucleico.

- AHA: American Heart Association.

- ARN: Acido ribonucleico.

- ARVD: Displasia arritmogénica de ventriculo derecho.

- ARVD/C: Miocardiopatia / displasia arritmogénica de
ventriculo derecho.

- BAV: Bloqueo auriculoventricular.

- BNP: Péptido natriurético atrial.

- cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario.

- CMTA: Células madre mesenquimales derivadas de tejido
adiposo subcutaneo

- CPK: Creatin-quinasa.

- CRYAB: Gen CRYAB, codifica la proteina ap-cristalina.

- dbSNP: The Single Nucleotide Polymorphism database.

- DES: Gen DES, codifica la proteina desmina.

- DMEM: Medio artificial basal de Eagle modificado por
Dulbecco.

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

- DSG2: Gen DSG2, codifica la proteina desmogleina 2.

- DSP: Gen DSP, codifica la proteina desmoplaquina.

- ECG/ECGs: Electrocardiograma / s.

- ESC: European Society of Cardiology.

- EVS: Exome Variant Server Database.

- EXAC: The Exome Aggregation Consortium Database.

- FEVI: fraccion de eyeccion sistdlica de ventriculo izquierdo.

- FI: Filamento intermedio.



Tesis Doctoral Fco. J. Bermudez Jiménez

- FLNC: Gen FLNC, codifica la proteina filamina C.

- FEVD: fraccion de eyeccion sistolica de ventriculo derecho.

- HGMD: Human Gene Mutation Database.

- JUP: Gen JUP, codifica para la proteina placoglobina.

-  KCNET1: Gen KCNE1, codifica para un canal de potasio.

- KCNH2: Gen KCNH2, codifica para un canal de potasio.

-  KCNQT1: Gen KCNQ1, codifica para un canal de potasio.

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

- MCA: Miocardiopatia arritmogénica.

- MSC: muerte subita cardiaca.

- mg/dL: Miligramos/decilitro.

- mL: Mililitros

- mm: Milimetros.

- NF-H: Neurofilamento pesado.

- NF-L: Neurofilamento ligero.

- NF-M: Neurofilamento mediano.

- NGS: Next-generation-sequencing.

- NYHA: New York Heart Association.

- PBS: tampén fosfato salino.

- PKP2: Gen PKP2, codifica la proteina placofilina 2.

- PLN: Gen PLN, codifica la proteina fosfolamban.

- PR:intervalo PR del electrocardiograma de superficie.

- QRS: complejo QRS del electrocardiograma de superficie.

- qRT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
en tiempo real.

- QT: intervalo QT del electrocardiograma de superficie.

- RPG: retencion patologica de gadolinio

- RM: resonancia magnética.

- RyR2: Gen RyR2, codifica el receptor 2 de rianodina.

- SCN1B: Gen SCN1B, codifica para un canal de sodio.



Tesis Doctoral Fco. J. Bermudez Jiménez

- SCN5A: Gen SCN5A, codifica para un canal de sodio.

- SFB: suero fetal bovino.

- TGFB3: Gen TGFp3, codifica el factor de crecimiento
transformante 8 3

- TMEMA43: Gen TMEM43, codifica la proteina luma.

- TNNT2: proteina troponina T 2.

- TTN: Gen TTN, codifica la proteina titina.

- ulL: microlitro.
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1. INTRODUCCION

A. MIOCARDIOPATIA ARRITMOGENICA

l. Historia y definicion

La miocardiopatia arritmogénica (MCA) es una enfermedad
‘redescubierta”, ya que su conocimiento se remonta a siglos atras.
La primera descripcion se le reconoce al patélogo Giovanni Maria
Lancisi, quien describiod por primera vez su caracter hereditario en
su libro “De Motu Cordis et Aneurysmatibus”[1]. En él describi6 la
historia de una familia de cuatro generaciones, caracterizadas por
palpitaciones y muerte subita cardiaca (MSC). Los hallazgos mas
caracteristicos en las autopsias fueron la presencia de aneurismas

y la dilatacion del ventriculo derecho.

René Laennec, el inventor del estetoscopio, en el libro “De
lausculattion mediate ou traite’du diagnostic des maladies des
poumons et du Coeur” de 1819, llamo la atencion sobre la relacion
entre el tejido graso en el ventriculo derecho y la MSC [2], y describi6
las paredes ventriculares como extremadamente delgadas. En el
siglo XX, concretamente en 1952, el doctor Uhl describio el caso
fatal de una lactante que murié a consecuencia de un fallo cardiaco
grave describiéndose en la autopsia casi ausencia total de miocardio
en el ventriculo derecho. El eponimo de anomalia de Uhl se ha
empleado en pacientes con paredes de ventriculo derecho muy
delgadas, con apariencia papiracea. Hoy conocemos que este

aspecto es la etapa final de una MCA [3].

El comienzo de la historia reciente de la enfermedad
podemos ubicarla en la Universidad de Padua hacia la década de

los 60, donde el profesor Dalla Volta publicé una serie de casos
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caracterizados hemodinamicamente por una “auricularizacion de las
presiones del ventriculo derecho” destacando la ausencia de una

contraccion sistolica efectiva del ventriculo derecho [4].

A principios de los afos 80, Frank Marcus y Guy Fontaine
describieron detalladamente una serie de 24 pacientes adultos con
esta enfermedad, a la que llamaron “displasia arritmogénica de
ventriculo derecho” (ARVD) [5]. Una de las caracteristicas clinicas
de estos pacientes era que presentaban arritmias ventriculares con
morfologia de bloqueo de rama izquierda del haz de His, sugiriendo
el origen en el ventriculo derecho de las mismas. Los analisis a nivel
microscopico del tejido miocardico de estos pacientes mostrarian la
sustitucion fibroadiposa del miocardio funcional. Esto se interpreté
como un defecto en el desarrollo, motivo por el que acufiaron el
término displasia. Esta descripcion solo incluyé a pacientes adultos
con arritmias y no apunté un posible origen hereditario de la
enfermedad. En este trabajo también describen el perfil de paciente
tipico: vardn joven con sintomas consistentes en palpitaciones,
taquicardia o sincope, que puede presentar taquicardias con
morfologia de bloqueo de rama izquierda. El electrocardiograma
(ECG) muestra inversion de laonda T en precordiales derechas (V1-
V4) y el ventriculo derecho se encuentra dilatado. También
describen con técnicas de imagen el “triangulo de la displasia”, que
abarca el subepicardio del apex, el infundibulo y la zona

subtricuspidea del ventriculo derecho [Figura 1.1].
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Figura 1.1. Triangulo de la displasia. Visién de las camaras derechas de un
paciente con miocardiopatia arritmogénica. Areas mas frecuentemente afectadas en
miocardiopatia arritmogénica de ventriculo derecho. Nétese el gran aneurisma infundibular.

AD: auricula derecha.

La malignidad arritmica de la enfermedad fue abordada por
Gaetano Thiene a finales de los afios 80 [6]. Tras recopilar la
informacion relativa a casos de MSC en menores de 35 afios en la
region del Véneto italiano, demostraron que la ARVD es una de las
principales causas de MSC en jovenes atletas. Estos sujetos
presentaban inversion de la onda T en las derivaciones precordiales

derechas y extrasistolia ventricular frecuente.

Poco tiempo después, fue publicado un trabajo que describio
un sindrome cardiocutaneo con un patrén de herencia autosémico
recesivo que combinaba el fenotipo de ARVD, pelo lanoso y
queratosis palmoplantar en sujetos de la isla de Naxos, Grecia [7].
De esta forma se apunté hacia el desmosoma como responsable de

la enfermedad, ya que es una estructura compartida por la piel y el
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miocardio. Mas tarde se demostraria que modelos animales que
ratones knock-out para placoglobina (gen JUP) desarrollan
enfermedad miocardica grave con casi desaparicion completa de los
desmosomas y ruptura cardiaca espontanea en la etapa fetal [8].
Esto condujo al reconocimiento de un defecto en la proteina

placoglobina como responsable de la enfermedad de Naxos [9].

Muy cercano en el tiempo, el dermatélogo ecuatoriano, Luis
Carvajal describio otro sindrome cardiocutaneo recesivo semejante
a la enfermedad de Naxos. En el sindrome de Carvajal era evidente
una afectacion biventricular y la muerte era principalmente debida a
insuficiencia cardiaca [10]. Un defecto en la desmoplaquina (gen
DSP) se identific6 como responsable del trastorno [11]. Esto
estimularia la investigacion de alteraciones de DSP como candidato
de la forma autosémica dominante de la enfermedad, aspecto que
confirmaria el grupo italiano de Padua [12] y mas tarde relacionarian
con formas de la enfermedad con afectacién predominante o

exclusiva del ventriculo izquierdo [13].

Con posterioridad, otros genes del complejo desmosomal
serian relacionados con el desarrollo de ARVD: placofilina-2
(PKP2), desmogleina-2 (DSG2) y desmocolina-2 (DSC2) [14-16].
Todo esto se traduce en alteraciones ultraestrucutrales en el
desmosoma que conducen a la disrupcién de los discos intercalares,
siendo la via final comun de un proceso genéticamente determinado
que resulta en la muerte de miocitos y su sustitucién cicatricial por
tejido fibroadiposo [17]. Ademas, recientemente, genes no
desmosomales como el TGF-£3, TMEMA43, PLN, LMNA (A/C) o DES
han sido relacionados con el desarrollo de ARVD [18-22] [Tabla 1.1].

Como peculiaridad, estos genes con frecuencia se han asociado con
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afectacion biventricular y con signos orientativos en el ECG
(inversion de onda T en cara inferolateral 6 bajos voltajes en

derivaciones frontales) [23] [Figura 1.2].

TABLA 1.1. GENES RELACIONADOS CON EL DESARROLLO
DE MIOCARDIOPATIA ARRITMOGENICA

Proteina Localizacion Prevalencia

17921 Placoglobina Desmosoma
DSP 6p24 Demoplaquina Desmosoma 6-16% 12,13
PKP2 12p11 Placofilina-2 Desmosoma 7-70% 14
DSG2 18qg12 Desmogleina-2 Desmosoma 5-25% 15
DSC2 18qg12 Desmocolina-2 Desmosoma Rara 16
FLNC 7q32.1 Filamina C Citoplasma Rara 73
PLN 6qg22.1 Fosfolamban R. Sarcoplasmico Rara 20
LMNA 1921.2-g21.3 Lamina A/C Envoltura nuclear Rara 21
TGFpB3 14923-124 Factor de crecimiento Secretada Rara 18
transformador 3
TMEMA43 3p25 LUMA Disco intercalar Rara 19
DES 2q35 Desmina Filamento intermedio Rara 22
SCN5A 3p22.2 Subnunidad alfa del canal | Membrana celular Rara 74
de sodio
TTN 2931 Titina Sarcémero Rara 70
RYR2 1942-143 Receptor 2 de rianodina R. Sarcoplasmico Rara 75
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I 4 Vi
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aVL 1 VS

aV\VH A

Figura 1.2. Miocardiopatia arritmogénica biventricular con predominio de
ventriculo izquierdo. Izquierda: imagen de resonancia magnética cardiaca que muestra
miocardiopatia arritmogénica de predominio izquierdo con gran fibrosis subepicardica en
ventriculo izquierdo. Derecha: electrocardiograma de 12 derivaciones del mismo paciente

con bajos voltajes en derivaciones frontales, asi como inversién de la onda T generalizada.

Aunque inicialmente se acuid el término displasia, con el
progresivo conocimiento de la enfermedad se ha generado cierta
controversia en relacion con la denominacién de displasia frente
cardiomiopatia. En este sentido, el amplio espectro descrito en esta
patologia ha conducido al mayor reconocimiento en la practica
clinica diaria y en la literatura cientifica de la definicion de
miocardiopatia / displasia arritmogénica de ventriculo derecho
(ARVD/C) o MCA. La patologia de esta enfermedad no se limita a
una zona displasica en el ventriculo derecho, incluyendo el concepto
de miocardiopatia todas las alteraciones funcionales potencialmente
arritmogénicas (aun sin anomalias estructurales evidentes) en el

miocardio.

Durante la primera década del presente siglo ha ido

20
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asentandose la idea de que la extension de la enfermedad va mas
alla del ventriculo derecho, reconociéndose la forma de afectacion
predominante del ventriculo izquierdo como 1 de los 3 patrones de
expresion de la enfermedad. En contraste con la forma clasica y la
forma biventricular (con afectaciéon paralela de ambos ventriculos),
la forma con predominio izquierdo es caracterizada por una

afectacion temprana y predominante del ventriculo izquierdo [24].

Il. Clinica y diagnostico.

La MCA suele manifestarse en la adolescencia o en adultos
jovenes, siendo inusual en la infancia y prepuberes. Los sintomas
son muy variados y pueden diferir incluso dentro de la misma familia
dada su penetrancia incompleta y su gran variabilidad en la
expresion. Los sintomas clasicos son las palpitaciones, dolor
toracico, disnea, sincope y MSC. Marcus y colaboradores pusieron
de manifiesto en un estudio prospectivo con 108 pacientes con
reciente diagnéstico de MCA, que los sintomas arritmicos son los
mas frecuentes (palpitaciones 56%, mareos 27%, y sincope 21%)
[25]. ARadido a la inespecificidad de los sintomas, con frecuencia la
presentacion de la enfermedad es silente, tomando especial
relevancia la evaluacion familiar para identificar a pacientes en
riesgo. Aunque las alteraciones histoldgicas pueden encontrarse en
el ventriculo izquierdo, no suele haber alteraciones del sistema
especifico de conduccion, lo que tendra que alertar al médico sobre
un diagndstico alternativo, ya que es un dato no esperado en la

forma clasica desmosomal de la enfermedad.

La incidencia de arritmias ventriculares parece guardar
relacion con la extension de la afectacion miocardica [26]. La muerte

subita cardiaca puede ser la primera manifestacion de la
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enfermedad, especialmente en jévenes atletas. Corrado vy
colaboradores identificaron a esta enfermedad como la principal
responsable de muerte subita entre los atletas jovenes (<35 afios)
italianos en un trabajo prospectivo de 17 afios con 209 muertes
subitas cardiacas. Sin embargo, esta conclusiéon no se ha podido
extrapolar a otros paises, si bien continuaria siendo una de las
primeras causas [27-28]. En el trastorno cardiocutaneo de Naxos la
incidencia de arritmias ventriculares fue del 92% en los portadores

homocigotos [29].

Se han propuesto tres fases distintas de la enfermedad [30]
[Figura 1.3]:

1. Fase subclinica o silente: el paciente se
encuentra asintomatico y no hay alteraciones en las
distintas pruebas diagndsticas. El estudio genético puede
ayudar a identificar a estos sujetos.

2. Fase eléctrica: los cambios eléctricos en el
ECG (inversion de onda T V1-V2, cambios en la
despolarizacion) o en la monitorizacion con Holter
(extrasistolia ventricular) generalmente son los primeros
signos de la enfermedad, donde los pacientes
permanecen asintomaticos, pero pueden sufrir un evento
arritmico grave o muerte subita. Puede haber cambios
estructurales muy sutiles dificiles de identificar.

3. Fase estructural: fase final de la enfermedad,
donde las alteraciones estructurales (dilatacion vy
disfuncion sistolica ventricular) son evidentes y las

alteraciones eléctricas se agravan.

22
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Fase eléctrica

Figura 1.3. Esquema de las distintas fases propuestas para la miocardiopatia
arritmogénica. Una fase inicial o silente sin manifestaciones fenotipicas; una fase eléctrica
donde hay cambios electrocardiograficos o en Holter, pero no estructurales o son muy
sutiles; y fase estructural donde los cambios electrocardiograficos y estructurales son

patentes.

Conforme la enfermedad progresa hay un aumento
progresivo y heterogéneo de la infiltracion fibroadiposa del
miocardio, lo que conduce se ha considerado el sutrato para la

generacion de arritmias por reentrada [31].

En la forma de predominio de la afectacion de ventriculo
izquierdo los sintomas son semejantes a la forma clasica de la
enfermedad, sin embargo, el sincope parece menos frecuente. Se
ha sugerido que algunas alteraciones eléctricas diferentes
(inversion de la onda T en V5, V6, | y aVL, 6 taquicardia ventricular
con morfologia de bloqueo de rama derecha), asi como alteraciones
estructurales (aneurismas en ventriculo izquierdo, asi como
dilatacion ligera o disfuncion sistélica leve, retencion patolégica de

gadolinio (RPG) sub o mesoepicardica) [32].
23
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En general, la MCA debe sospecharse en presencia de
sujetos jovenes o de mediana edad supervivientes a una muerte
subita abortada, pacientes con arritmias ventriculares y sin
enfermedad coronaria u otra cardiopatia estructural, y en aquellos
con anomalias en ventriculo derecho halladas de forma incidental

en el ecocardiograma o resonancia magnética (RM).

En sus descripciones iniciales a principios y mediados de los
80 la enfermedad se reconocié como ARVD [5], y taquicardia
ventricular con morfologia de bloqueo de rama izquierda [33].
Ademas, pronto seria descrita en Europa, América y Asia. Hacia
principios de los afios 90 se realizdé un documento para agrupar una
serie de criterios diagndsticos que facilitara la identificacion de estos
pacientes [34]. Hasta el momento, el diagnostico estaba
exclusivamente basado en la histologia, siendo por tanto muy
complejo por el gran numero de limitaciones (caracter segmentario
de la enfermedad, falsos negativos, riesgos propios de la biopsia
endomiocardica, ...etc.). En estos primeros criterios diagnésticos,
elaborados por un grupo internacional de expertos, se recoge el
termino ARVD/C y se proponen una serie de criterios diagnosticos
mayores y menores para alcanzar el diagndstico de la enfermedad
(2 mayores 6 1 menor mas 2 mayores 6 4 menores). Estos criterios
se basaban en anomalias estructurales, histologicas,
electrocardiograficas, arritmicas y familiares caractereristicas de la

enfermedad.

Estos primeros criterios diagndsticos reflejaban la reciente y
escasa experiencia clinica hasta la fecha, estando basados en
casos indices con una expresion de la enfermedad avanzada, o

supervivientes de muertes subitas abortadas. De esta manera,
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estos primeros criterios diagndsticos gozaban de una gran
especificad, sin embargo, no conseguian identificar aquellos casos

o familiares con expresion ligera o incipiente de la enfermedad.

En 2010, tras 15 afios, se propusieron nuevos criterios
diagndsticos apoyados en nuevos marcadores
electrocardiograficos, la identificacion de determinantes genéticos
de la enfermedad, la mejora en la pericia y tecnologia en imagen
cardiovascular (RM) y avances en electrofisiologia (mapeo
electroanatémico) [Tabla 1.2] [35]. Ningun aspecto de la
enfermedad es diagnéstico de forma aislada, requiriendo varios de
estos criterios para alcanzar el diagnéstico. En estos nuevos

criterios se reestructura la terminologia de la siguiente manera:

- Diagnéstico definitivo: dos criterios mayores o
un criterio mayor y dos menores, o cuatro criterios menores
de categorias diagndsticas diferentes.

- Diagndstico limitrofe: un criterio mayor y un
criterio menor, o tres criterios menores de categorias
diagndsticas diferentes.

- Diagndstico posible: un criterio mayor o dos

criterios menores de categorias diagndsticas diferentes.

Un aspecto importante a la hora de considerar los criterios
diagndsticos modificados es que tienen un caracter dinamico,
estando en una constante evolucién, y por tanto deben ser

reevaluados en cada visita médica.
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TABLA 1.2. CRITERIOS DE 2010
DIAGNOSTICO DE
VENTRICULAR DERECHA

Fco. J. Bermudez Jiménez

DE LA TASK FORCE PARA EL

LA MIOCARDIOPATIA ARRITMOGENICA

Criterio Mayor

Criterio Menor

Disfuncion global o segme

Por ecocardiografia bidimensional

Acinesia, discinesia o aneurismas en
segmentos de VD.

Y uno de los siguientes en telediastole:

PELP TSVD = 32 mm (corregido por tamarno
corporal [PELP/ASC] = 19 mm/m2)

PECP TSVD 2= 36 mm (corregido por tamafio
corporal [PECP/ASC] = 21 mm/m2)

o cambio del area fraccional =2 33%

Por Resonancia Magnética

Acinesia, discinesia o contraccién disincrénica
de VD

Y uno de los siguientes

VTDVD corregido por superficie corporal
>110mL/m2 (hombres 0 >100mL/m2 (mujeres)
FE de VD <40%

Por angiografia
Acinesia, discinesia o aneurismas en
segmentos de VD

2. Caracterizacio
Miocitos residuales < 60% mediante analisis
morfométrico (0 < 50% si se han estimado), con
sustitucién fibrosa del miocardio de la pared libre del VD
en al menos una muestra, con o sin sustitucién adiposa
del tejido en la biopsia endomiocardica

Ondas T negativas en derivaciones precordiales
derechas (V1-V3), en pacientes mayors de 14 afos, en
ausencia de bloqueo de rama derecha

Ondas epsilon en las derivaciones precordiales de V1 a
V3

TV sostenida o no sostenida con imagen de bloqueo de
rama izquierda con eje superior

ntaria y alteraciones estructurales

Por ecocardiografia bidimensional

Acinesia, discinesia en segmentos de VD

Y uno de los siguientes en telediastole:

PELP TSVD = 29 a < 32 mm (corregido por
tamafio corporal [PELP/ASC] = 16 a < 19
mm/m2)

PECP TSVD = 32 a < 36 mm (corregido por
tamarfio corporal [PECP/ASC] 2 18 a < 21
mm/m2)

O cambio del area fraccional > 33 a < 40%

Por Resonancia Magnética

Acinesia, discinesia o contraccion disincronica
de VD

Y uno de los siguientes:

VTDVD corregido por superficie corporal >100
a <110 mL/m2 (hombres o0 >90 a <100 mLm2
(mujeres)

FE de VD >40% a <45%

n tisular de las paredes
Miocitos residuales del 60 al 75% mediante analisis
morfométrico (o del 50 al 65% si se han estimado), con
sustitucién fibrosa del miocardio de la pared libre del VD
en al menos una muestra, con o sin sustitucién adiposa
del tejido en la biopsia endomiocardica

3. Alteraciones de la repolarizacion

Ondas T negativas en derivaciones V1y V2, en pacientes
mayors de 14 afos, en ausencia de bloqueo de rama
derecho o en V4-V6.

Ondas T negativas en derivaciones V1-V4, en pacientes
mayors de 14 afos, en ausencia de bloqueo de rama
derecha.

4. Alteraciones de la despolarizacion

Potenciales tardios mediante SAECG en al menos uno
de tres parametros, en ausencia de una duracion del
QRS 2 110 ms en el ECG estandar: duracion del QRS
filtrado = 114 ms; duracién del QRS terminal < 40 pV
(duracién de sefial de baja amplitud) = 38 ms; raiz de la
media cuadrados de los voltajes de los 40 ms terminales
< 20 pVDuracion de la activacion terminal del QRS = 55
ms medida desde el minimo de la onda S hasta el final
del QRS, incluyendo R’, en V1, V2 0 V3, en ausencia de
BRDH completo

TV sostenida o no sostenida con morfologia de TSVD

Extrasistolia ventricular frecuente (>500/24h en registro
Holter)
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6. H
Caso familiar de primer grado confirmado por cirterios
diagndsticos

Caso familiar de primer grado confirmado por autopsia o
cirugia

Identificacién de una mutacién asociada a ARVD/C en un
paciente en studio

Fco. J. Bermudez Jiménez

toria familiar
Caso familiar de primer grado no confrimado por criterios
diagndsticos

Historia familiar de muerte subita premature (<35 afios) y
sospecha de ARVD/C

Caso familiar de segundo grado confirmado por autopsia
o criterios diagnosticos

ASC: area de superficie corporal; aVF: aumento de voltaje en derivacion unipolar del pie

izquierdo; aVL: aumento de voltaje en derivacién unipolar de brazo izquierdo; BRDH: bloqueo

de rama derecha del haz;

BRIH: bloqueo de

rama izquierda del haz; ECG:

electrocardiograma; ARVD/C: miocardiopatia/displasia arritmogénica ventricular derecha;

PECP: proyeccion de eje corto paraesternal; PELP: proyeccion de eje largo paraesternal; RM:

resonancia magnética; SAECG: electrocardiograma de promediacién de sefial; TSVD: tracto

de salida del ventriculo derecho; VD: ventriculo derecho.

La ARVD/C se recoge

como una sola entidad en el

documento de consenso que la American Heart Association (AHA)

publicoé en el afio 2006 con

una nueva clasificacion de las

miocardiopatias [36]. Del mismo modo ocurriria con la clasificacién

propuesta por el Grupo de Trabajo de Enfermedades Pericardicas y

Miocardicas de la Sociedad Europea de Cardiologia (ESC) en 2008,

las cuales incluyen consideraciones genotipo-fenotipo [37].

Argumentando que las clasificaciones de la AHA y ESC

presentaban limitaciones para aplicarse a un campo en constante

progreso, Arbustini

y colaboradores propusieron una nueva

clasificacion de las miocardiopatias basada en el conocimiento

actual de

la correlacién fenotipo-genotipo que denominan

MOGE(S), guardando un paralelismo con la clasificacion TNM

empleada en oncologia [38]. Esta clasificacién pretende incorporar

informacion del

fenotipo presente ademas de

informacion

prondstica. La letra “M” se corresponde al fenotipo morfofuncional

(MH: hipertréfica; MD: dilatada; MA: arritmogénica; MR: restrictiva;

MNC: no compactada; mixtos: MR+H). La letra “O” ha creferencia a

la afectacion extracardiaca (OH: corazén; OM: musculo esquelético;
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OK: rifién). La letra “G” se corresponde con el patréon de herencia
(GAD: autosomica dominante; GAR: autosémica recesiva; GXL:
ligado al X; GS: para casos esporadicos; GU: desconocida; GM:
mitocondrial; GO: familia no estudiada). A continuacion, la letra “E”
hace referencia a la etiologia (EG: genética; EO: no genética; EDN:
de novo; EM: miocarditis). La ultima letra, la “S”, describe la
presencia de insuficiencia cardiaca segun la AHA (A a D)y la NYHA
(Ialv).

A pesar de que esta reciente clasificacion propuesta para
universalizar y unificar la nomenclatura alrededor de las
miocardiopatias, y en un futuro se espera que sea aplicable a las
canalopatias, se trata de una clasificacion compleja para su
implementacion y no es habitual su uso en la practica clinica diaria.
Para extender y facilitar su uso, existe una herramienta online en la

web http://moges.biomeris.com/.

- Patologia.

La caracteristica principal para el diagndstico de MCA es la
evidencia histologica de la sustitucion transmural de tejido
miocardico por tejido fibroadiposo [39]. Se trata de un fenédmeno
progresivo que se dirige desde epicardio hacia endocardio. La
atrofia del miocardio finaliza en el desarrollo de aneurismas
ventriculares, localizados en el apex, infundibulum y pared
posterioinferior  (triangulo de la displasia). Esta ultima
(subtricuspidea) es considerada un hallazgo casi patognoménico de

la enfermedad.

Al examen macroscopico, el ventriculo derecho tiene una

apariencia amarillenta o blanquecina por la sustitucion fibroadiposa.
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En general, tiene un peso préximo a la normalidad 6 limite superior,
con una dilatacién evidente, especialmente en aquellos obtenidos a
raiz de una muerte subita. En pacientes sometidos a trasplante
cardiaco el corazon suele mostrar dilatacién biventricular, con un
peso claramente superior a la normalidad. En ocasiones, en el
contexto de insuficiencia cardiaca avanzada, puede identificarse
material trombatico en el ventriculo o en las orejuelas, asemejando
engrosamiento de la pared ventricular en aquellos casos en los que

se encuentra organizado.

En general, el proceso patolégico es difuso 6 segmentario
con zonas aisladas afectadas. Esto ultimo no es infrecuente en
aquellos casos con afectacion ventricular izquierda, la cual se puede
detectar en cerca del 70% de los casos [40]. La afectacion del septo
interventricular es poco frecuente, debiéndose a que la enfermedad
esta presente preferencialmente en el epicardio mas que en el

endocardio.

La proporcion de tejido fibroso y adiposo es variable. En los
casos en que la grasa es predominante puede haber una
pseudohipertrofia ventricular, aunque siempre se identifica tejido
fibroso en el subendocardio. La infiltracion grasa del ventriculo
derecho en si misma de forma aislada no debe considerarse
diagnostico de MCA. El tejido adiposo es un hallazgo normal en el
ventriculo derecho, especialmente en la capa mas superficial de la
pared libre. Este tejido graso es mas frecuente en mujeres afnosas
y sujetos obesos, siendo comun encontrarlo en personas que
mueren por otros motivos distintos a los cardiacos. En estos casos
el tejido miocardico aparenta ser desplazados por el tejido graso en

lugar de ser sustituido [41]. Por otro lado, la fibrosis generalmente
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se asocia a un adelgazamiento de la pared libre ventricular y es

predominante en los casos de afectacion exclusiva izquierda.

Microscopicamente se aprecian fendmenos degenerativos y
muerte de miocardiocitos, asociados a datos de adipogénesis. Esta
informacion es consistente con dafo celular y la activacion de
mecanismos de reparacion. Se pueden identificar con frecuencia
infiltrados inflamatorios, dando pie a hipotesis acerca del papel de
la inflamacion o de un componente viral en la etiopatogénesis de la
enfermedad, sin resultados definitivos. Sin embargo, si parece que
una reaccion inflamatoria, primaria o secundaria, puede actuar
como desencadenante de inestabilidad arritmica subita o muerte

arritmica.

El fendmeno basico es la muerte celular progresiva de los
miocardiocitos que puede ser irregular a través de una
descomposicion mecanica de los mismos como resultado del
estiramiento fisico de la pared ventricular durante el esfuerzo o
debido a la apoptosis. Una manifestacién como infarto o miocarditis,
con escara o afectacibn a nivel epicardico se ha descrito
especialmente en casos de afectacion aislada de ventriculo
izquierdo [42;43].

Como ya se ha descrito previamente en el diagndstico de la
enfermedad, en el paciente vivo el analisis histolégico de una
biopsia endomiocardica de ventriculo derecho puede darnos el
diagndstico de la enfermedad. La biopsia de esta localizacion es
viable y razonable ya que, en general, la afectacién suele ser
transmural. Por otro lado, la obtencién de una muestra de ventriculo
izquierdo por abordaje retroadrtico no se aconseja ya que la

afectacion suele ser subepicardica y no es rentable. Para el
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diagnostico es importante evaluar la cantidad de miocitos residuales
< 60% mediante analisis morfométrico (o0 < 50% si se han estimado),
con sustitucion fibrosa del miocardio de la pared libre del VD en al
menos una muestra [44]. Este numero (60%) ha sido testado en in
vitro y tiene una elevada precision diagnéstica, siendo incluido en
los criterios diagnosticos modificados de 2010. Aunque la obtencion
de una muestra endomiocardica es compleja, puede resultar clave
en el diagnéstico diferencial de cuadros clinicos semejantes como
la miocarditis, la sarcoidosis o la taquicardia ventricular idiopatica de

tracto de salida.

Sabiendo que la enfermedad principalmente esta
determinada genéticamente por alteraciones en genes que codifican
proteinas desmosomales, la evaluacion de estas proteinas en el
tejido tiene implicaciones. En un principio se postuld que una
disminucion de la presencia de placoglobina podria tratarse de un
signo especifico de la enfermedad, sin embargo, esos hallazgos no
eran especificos ya que defectos en la sefal de placoglobina ocurre

en otras miocardiopatias no desmosomales [45].
lll. Tratamiento

Durante décadas ha habido muchos trabajos que han
aportado conocimiento en la descripcion de la patogénesis de la
enfermedad, sus aspectos genéticos y sus manifestaciones clinicas.
Sin embargo, su diagndstico y manejo clinico sigue siendo un reto
para el médico fundamentalmente debido a su heterogeneidad
clinica, genética y a la escasez de evidencia cientifica robusta en
cuanto al tratamiento de estos pacientes. Esta falta de solidez se
explica fundamentalmente por la baja prevalencia de la enfermedad

y la ausencia de estudios randomizados.
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La historia de la enfermedad esta predominantemente
relacionada con los eventos arritmicos fatales, especialmente en
sujetos jovenes. Como en otras enfermedades, el prondstico
adverso de la entidad fue sobreestimado inicialmente debido a la
informacién obtenida de centros terciarios altamente especializados
donde se acumulaban los pacientes con mayor riesgo o enfermedad
mas avanzada. Trabajos recientes sugieren una mortalidad anual

menor al 1% [46].

Recientemente ha sido publicado un documento de
consenso internacional en el abordaje de la terapéutica de esta
enfermedad [47] y otro en la valoracion del riesgo arritmico [48]. En
estos trabajos se han recogido una serie de trabajos publicados
durante los ultimos 25 afios que buscan explicar la historia natural
de la enfermedad e identificar una serie de factores de riesgo
relacionados con el desarrollo de eventos arritmicos mayores
identificados en distintos estudios publicados en la literatura [Tabla
1.3y Tabla 1.4].
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TABLA 1.3. VARIABLES CLINICAS RELACIONADAS CON
AUMENTO DEL RIESGO DE EVENTOS ARRITMICOS (Ref. 47).

Parada cardiaca

Muerte subita abortada debida a fibrilacion
ventricular

Taquicardia ventricular sostenida

hemodinamicamente inestable

Taquicardia ventricular sostenida (>30
segundos) que causa sincope o colapso
hemodinamico

Taquicardia  ventricular ~ sostenida o

fibrilacién ventricular

Taquicardia ventricular de >30 segundos o
fibrilacién ventricular

Sincope

Episodios sincopales no relacionados con
causas extracardiacas y en ausencia de
arritmias ventriculares documentadas y/o
circunstancias claramente neuromediadas

Taquicardia ventricular no sostenida

23 latidos ventriculares consecutivos a
>100 Ipm, con <30 segundos de duracién

Disfuncioén ventricular izquierda Funcion sistdlica ventricular izquierda
disminuida por angiografia o
ecocardiografia

Disfuncion ventricular derecha Funcion sistélica ventricular derecha
disminuida por angiografia o

ecocardiografia

Dilatacién de ventriculo derecho

Area telediastdlica de ventriculo derecho

Dilatacién de auricula derecha

Eje corto, auricula derecha

Disfuncioén biventricular

Funcion ventricular izquierda y derecha
<50%

Insuficiencia cardiaca

Signos clinicos de insuficiencia cardiaca

Edad (joven)

Sexo masculino

Genotipo complejo

Heterocigosis compuesta o digénica

Sujeto probando

Primer sujeto de la familia afecto

Taquicardia  ventricular o  Fibrilacién

ventricular inducible

Extension de escara electroanatémica en
ventriculo derecho

Areas de bajo voltaje (<0.5mV)

Electrogramas fragmentados en el mapeo
de voltaje endomiocardico

Deflexiones multiples (>3) de amplitud
<1.5mV y duracién >100 ms

Inversiébn de onda T en derivaciones
inferiores

Ondas T negativas en derivaciones Il, I, y
aVF

Extension de onda T

Inversion de la onda T en 23 derivaciones
precordiales

Fragmentacion del QRS

Deflexiones adicionales en el QRS en 1
derivacion precordial derecha o >1 del
resto de derivaciones

Ratio de Ila amplitud del QRS en

derivaciones precordiales

Suma del voltaje del QRS de V1-V3/suma
del voltaje del QRS de V1-V6<0.48
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TABLA

14

RESULTADOS

Fco. J. Bermudez Jiménez

DE

PACIENTES

CON

MIOCARDIOPATIA ARRITMOGENICA EN LOS MAYORES ESTUDIOS
RELATIVOS A SU HISTORIA NATURAL. (Ref. 48-54)

Autor

N° pacientes
Seguimiento, afios
Mortalidad, %
MSC,%

Arritmias
ventriculares, %
Predictores de
mortalidad/arritmias
ventriculares

Hulot Pinamonti Brun Kimura Groeneweg Mazzanti
130 96 88 110 416 301
8.1+7.8 10.6+7.7 9.1+7.7 10 7 5.8
18.4 13.5 14 16 6 11.6
5.4 5.6 6.3 29 8.9
64 72
FEVD Disfuncién TV El género Familiares Sexo
gravemente sistélica varén fue un portadores de varon
reducida ventricular TVNS predictor para mutaciones
izquierda o TVyFV patogénicas Joven
FEVI derecha FEVI
gramente gramente Sincope
reducida Sintomas de reducida
insuficiencia TV
TV cardiaca
FA
Onda epsilon
Probando
Diuréticos
Ejercicio
Amiodarona fisico
intenso

MSC: muerte subita cardiaca; FEVD: fraccién de eyeccién de ventriculo derecho; FEVI:

fraccion de eyeccién de ventriculo izquierdo; TV: taquicardia ventricular; TVNS: taquicardia
ventricular no sostenida; FV: fibrilacion ventricular; FA: fibrilaciéon auricular.

Los pacientes con diagnostico definitivo o probable de MCA

deben estar bajo un seguimiento clinico periédico. Debe evaluarse

la aparicibn o empeoramiento de sintomas, la progresion de

alteraciones estructurales o funcionales y la aparicién de arritmias

ventriculares de cara a considerar el riesgo arritmico y optimizar el

tratamiento. La evaluacion recomendada en estos pacientes

consiste en la realizacion de un ECG de 12 derivaciones, un

ecocardiograma, un registro electrocardiografico ambulatorio o

Holter, y una ergometria (en busqueda de arritmias ventriculares

inducidas por el ejercicio), y esto debe repetirse cada 1 o 2 afios en

funcion de la edad, sintomas y gravedad del fenotipo.
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- Habitos de vida

El deporte competitivo se ha asociado con un aumento del
riesgo de muerte subita [55], y puede favorecer el desarrollo o
progresion del fenotipo de la enfermedad. Se recomienda que los
pacientes con un diagnostico definitivo de MCA no deben participar
en competiciones deportivas, pudiendo realizar actividad fisica
recreacional de baja intensidad. La restriccion de familiares con

fenotipo negativo del ejercicio competitivo puede ser considerada.
- Terapia farmacoldgica

La terapia farmacolégica se apoya fundamentalmente en
farmacos antiarritmicos y la terapia convencional de la insuficiencia

cardiaca cronica.

Los farmacos antiarritmicos tienen como finalidad la mejoria
de la calidad de vida de los pacientes preveniendo la aparicion de
arritmias ventriculares, ya que no hay ensayos clinicos
randomizados en esta poblacién. No existe evidencia de la utilidad
del tratamiento médico para reducir el riesgo de MSC.
Generalmente, la indicacion de terapia antiarritmica y la eleccion del
farmaco se basa en un abordaje empirico o extrapolacion de otras
enfermedades, la experiencia personal o decisiones individuales.
Los betabloqueantes y Ila amiodarona son los farmacos
antiarritmicos mas empleados [56] y se recomiendan
fundamentalmente como terapia adyuvante en pacientes portadores
de desfibrilador automatico y multiples descargas apropiadas o
pacientes sometidos a ablacion endocardiaca de taquicardia
ventricular. También pueden ser empleados en pacientes con

extrasistolia ventricular frecuente sintomatica. No se deben
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recomendar a pacientes asintomaticos en los que no se haya

documentado taquicardia ventricular o sin expresion fenotipica.

Puede considerarse el empleo de betabloqueantes para
intentar evitar la facilitacion del estimulo adrenérgico en la
generacion de arritmias ventriculares y en base a un tedrico
beneficio mostrado en el manejo de pacientes con insuficiencia
cardiaca de otro origen. De tal forma que se recomienda implantar
el el tratamiento estandar de los pacientes con insuficiencia cardiaca
crénica (inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y
betabloqueantes) en pacientes con MCA que desarrollan disfuncién
sistdlica ventricular. Por otra parte, no se recomienda la
anticoagulacion sistematica en estos pacientes por el riesgo de

trombosis sobre dilataciones ventriculares o aneurismas.
- Ablacién con catéter.

La ablacion endocardica con catéter de taquicardias
ventriculares en pacientes con MCA es una alternativa
potencialmente efectiva para los casos de taquicardia ventricular
recurrente con descargas apropiadas del desfibrilador [57].
Sabiendo que se trata de una enfermedad con afectacion
predominante por el estrato epicardico, puede requerirse este
abordaje para una ablacion efectiva. La imagen multimodal con el
uso de técnicas como la RM cardiaca puede facilitar la identificacion
del sustrato. No se debe remitir a ablacién a pacientes con la
intencion de ser una alternativa al implante de un desfibrilador, pues,
al igual que sucede con el tratamiento médico, no hay datos que
sustenten que la ablacion de taquicardia ventricular reduzca el
riesgo de MSC.
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- Desfibrilador automatico implantable.

El desfibrilador automatico implantable sea el elemento mas
efectivo frente a la MSC en esta poblacién teniendo en cuenta que
la historia natural de la enfermedad esta estrechamente relacionada

con la MSC y las arritmias ventriculares [58].

La indicacion de implante de un desfibrilador automatico es
compleja por la evolucidon continua de los factores de riesgo que
pueden precipitar la aparicion de un evento arritmico y por la
ausencia de informacion de peso en la literatura cientifica. Hoy,
establecemos tres niveles de riesgo para la indicacion de implante

de un desfibrilador automatico:

- Alto riesgo: incluye pacientes que han sufrido
una parada cardiaca por fibrilacion ventricular o taquicardia
ventricular sostenida (riesgo >10%/afo) y pacientes con
disfuncion sistdlica ventricular grave.

- Riesgo intermedio: se trata de pacientes con
un riesgo estimado entre 1-10% anual. Entre ellos el
sincope, la taquicardia ventricular no sostenida o la
disfuncion sistdlica izquierda o derecha moderada inclinarian
la balanza hacia el implante de un desfibrilador automatico.

- Bajo riesgo: casos indice y familiares sin

factores de riesgo.

En caso de indicarse el implante de un desfibrilador
automatico, se recomienda que el dispositivo sea un desfibrilador
monocameral con el objetivo de disminuir las complicaciones a largo
plazo relacionadas con el implante de electrodos multiples

intracardiacos. Es recomendable una adecuada programacion del
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desfibrilador ya que la terapia antitaquicardia puede evitar una
descarga apropiada, asi como retrasar la administracion de terapias

para evitar “sobretratar” episodios que serina no sostenidos.

A modo de resumen, podriamos concluir que ante un
paciente con MCA y sintomas de evento arritmico (sincope, parada
cardiorrespiratoria por fibrilacion ventricular, o taquicardia
ventricular sostenida) deberia implantarse un desfibrilador. Es
valorable en aquellos casos de pacientes afiosos con taquicardia
ventricular sostenida aislada y bien tolerada la ablacion con catéter.
También puede ser una opcion coadyuvante en la tormenta
arritmica o taquicardia incesante. En el paciente asintomatico la
afectacion estructural avanzada (funcion sistdlica ventricular
derecha o izquierda gravemente reducida) debemos plantear el
implante de un desfibrilador automatico. Finalmente, en aquellos
casos en que la afectacion estructural no es muy marcada hay que
ponderar parametros como el sexo, la genética de riesgo, y la

presencia de taquicardias ventriculares no sostenidas [Figura 1.4].

En definitiva, las medidas actuales en MCA son dirigidas a
evitar las complicaciones arritmicas de la enfermedad, con nulas
opciones de tratamiento etiolégico o curativo de la enfermedad.
Como dultima alternativa permanece el trasplante cardiaco como
solucion a pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada o aquellos

con tormenta arritmica recurrente a ablacion con catéter.
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Miocardiopatia arritmogénica

No —— ¢;Sintomas? ———  Si

| — 1
Afectacion estructural FV Sincope TV Sostenida
avanzada

oo //EEF

| /'

Genética de riesgo
TVNS

Figura 1.4. Algoritmo propuesto para la toma de decisiones
en el implante de desfibrilador automatico implantable en
miocardiopatia arritmogénica. FV: fibrilacion ventricular; TV: taquicardia
ventricular; EEF: estudio electrofisiologico; TVNS: taquicardia ventricular
no sostenida; DAI: desfibrilador automatico implantable.
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B. BASES GENETICAS DE LA
MIOCARDIOPATIA ARRITMOGENICA.

l. Conceptos basicos en genética.

Sucintamente podemos referirnos a las enfermedades
genéticas como cromosomicas, monogénicas o multifactoriales. La
MCA es una enfermedad monogénica con un patrén de herencia
autosomico dominante (herencia mendeliana) en la mayor parte de
los casos, siendo una minoria aquéllos con herencia autosémica
recesiva (Sindrome de Naxos y Carvajal). Esta entidad ademas se
caracteriza por tener una gran heterogeneidad genética, lo que
significa que puede ser debida a mutaciones en diferentes genes. A
esto le acompafia una penetrancia variable (no todos los portadores
genéticos expresan la enfermedad), una expresividad variable
(diferentes grados en la severidad de las manifestaciones) y el
solapamiento fenotipico, incluso entre individuos de una misma

familia.

Podemos describir el diagnéstico genético como las
acciones que van encaminadas a hallar la causa genética de una
enfermedad, y generalmente comprende ademas del estudio
genético, de una historia clinica del caso indice y familiares y la

realizacion de un arbol familiar de al menos tres generaciones.

- Métodos de diagndstico genético

En el estudio de la causa genética de las enfermedades
hereditarias se incluye el analisis molecular, que consiste en la
deteccién de los cambios en las secuencias de ADN y su
interpretacion. Disponemos de distintas técnicas para el analisis

molecular de muestras de ADN [59]:
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- Técnica Sanger: es mas antigua, se considera
la primera generacion de la tecnologia de secuenciacion de
ADN vy el gold standard. Consiste en el empleo de una ADN
polimerasa que sintetiza cadenas de ADN a raiz del uso de
una cadena sencilla de ADN que actua de molde, un primer
o cebador, y nucleétidos modificados que terminan la
elongacion de la cadena de ADN. Esta técnica se usa para
secuenciar fragmentos de ADN que no sean muy grandes
(500-1000 pares de bases) en enfermedades en las que la
mayoria de mutaciones causales se encuetran en un unico
gen o un numero reducido de genes o para anlizar la
exitencia de mutaciones puntuales. Limitaciones: regién a
secuenciar muy grande, cuando hay que secuenciar muchos
genes (heterogeneidad genética), y en enfermedades
multifactoriales.

- Tecnologia NGS (next-generation-
sequencing): permite secuenciar en paralelo millones de
fragmentos de ADN. EI ADN es fragmentado, amplificado y
purificado. A continuacién, se realizan multiples lecturas de
cada fragmento de ADN en el secuenciador. Debe prestarse
especial atencion a la cobertura de cada una de las regiones
de interés, ya que la sensibilidad de la técnica NGS es menor
a la Sanger y pueden requerirse multiples lecturas para

identificar un cambio.

Con la técnica de NGS se pueden secuenciar
regiones concretas del ADN mediante el empleo de paneles
de genes (numero de genes determinados segun la
enfermedad), el exoma (secuenciar todas las regiones

codificantes del genoma) o todo su genoma (también zonas
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no codificantes o intrones). Uno de los grandes problemas
de esta técnica es la interpretacién de la gran cantidad de

informacion que genera.

En MCA, generalmente, en pacientes sin una alteracion
genética conocida se emplea la tecnologia NGS con paneles de
genes predeterminados. En caso de identificar una mutacion
responsable de la enfermedad se realizarian secuenciaciones

Sanger de la mutacion puntual en cascada en los familiares.

- Consecuencias de las mutaciones

Clasicamente hemos denominado mutaciones a las
variaciones en el codigo genético, que no estuvieran en poblacion
control y que pudieran desencadenar en el desarrollo de una
patologia. Esto relega a aquellas variaciones que no conllevaban
patologia o que estaban presentes en mas del 1% de la poblacién
general como polimorfismos [Figura 1.5]. Hoy se prefiere hablar de
variantes genéticas en general. Generalizando, estos polimorfismos
no pueden producir enfermedad per sé, pero si pueden modificar
nuestra respuesta en la toma de farmacos o la expresion fenotipica
de una enfermedad. Tanto las mutaciones como los polimorfismos
pueden ser fruto del cambio de un solo nucledtido (también
conocidas como mutaciones puntuales) correspondiéndose con una
amplia variedad de efectos a nivel proteico. Si no supone ningun
cambio las denominamos variantes sinénimas o silentes. Si el
cambio de nucledtido conlleva un cambio en el significado del codon
se trata de una variante missense o de cambio de sentido. Cuando
el cambio de significado implica la generacién de un codon de
STOP, hablamos de una variante nonsense o sin sentido. Estas

variantes nonsense suelen producir una detencién precoz de la
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lectura de ADN vy, por tanto, una proteina anémala. Otro grupo de
variantes son las inserciones o deleciones de nucleétidos, que
cuando es multiplo de tres se las denomina in-frame y no siempre
modifica la pauta de lectura del ADN. Sin embargo, cuando no es
multiplo de 3, si que suele modificar el marco de lectura y aparecen
codones de STOP o con significado muy distinto, se las conoce
como frameshift.

Figura 1.5. Representacion de polimorfismo y mutacion. A la izquierda (polimorfismo) en

el ultimo triplete de nucleotidos hay un cambio de uno de ellos (verde por rojo), sin embargo,
no cambia el significado del triplete. A la derecha (mutacién) en el tercer triplete hay un cambio

Gly

Gly Trpf Gly Gly Trpf

His

Gly

His

Gly Trpf Gly Gly Lis
POLIMORFISMO MUTACION

de nucleétido que conlleva un cambio de sentido del codon.

- _Interpretacion de los resultados.

Como ya hemos comentado, uno de los problemas del
empleo de la tecnologia NGS es la interpretacion de la informacién
que genera y su aplicacion a la practica clinica, lo que requiere de

una amplia experiencia [60].

Las variantes las podremos clasificar segun su frecuencia en
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polimorfismos (presentes en controles sanos, >1%), variantes raras
(presentes en controles sanos en muy baja frecuencia, < 0.5%) y
mutaciones (no aparecen en controles). Desde el punto de vista
clinico las variantes pueden describirse como patogénicas (cuando
se consideran causantes de la enfermedad), benignas
(polimorfismos no responsables de la enfermedad, aunque pueden
actuar como modificadores), y variantes de significado incierto (no

se puede asegurar su patogenicidad, tampoco que sean benignas).

En la interpretacion de la patogenicidad de una variante

debemos valorar distintos aspectos de la misma:

- Descripcion previa: hay que estudiar si la
variante encontrada ha sido reportada previamente en la
literatura cientifica o en bases de datos clinicas y su
asociacion con cardiopatias.

- Frecuencia: se comprueba si se ha hallado en
bases de datos de poblacion control (Exome Variant Project,
dbSNP, ...). La descripcioén previa en poblaciones control no
implica que sea necesariamente benigna, sin embargo, una
frecuencia alélica en la poblacién general superior al 0.3% lo
mas probable es que sea un cambio benigno.

- Segregacion familiar: la  cosegregacion
significativa del defecto genético en la familia apoya la
patogenicidad del mismo. La cosegregacion es significativa
si hay 10 o mas individuos afectos portadores. En ocasiones
hay que valorar que la variante genética estudiada no es una
mutacién causal pero otra posible explicacion es que exista
una segunda mutacién no identificada. La penetrancia

incompleta explica que pueda haber sujetos sin
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manifestacion fenotipica portadores de la mutacion.

- Tipo de mutacién: aquellas que producen un
cambio en el marco de lectura (frameshift) o un codon de
parada prematuro son las que con mayor probabilidad van a
tener una repercusion en la funcién de la proteina
(nonsense). Sin embargo, los cambios de nucleétido por otro
(missense) son las mas frecuentes. Un ultimo grupo serian
aquellas que afectan a los intrones, siendo las de mayor
repercusion funcional las que se localizan en la proximidad
de la zona de ensamblaje de los exones o splice site.

- Estudio funcional: esta informacion esta
ausente en muchas ocasiones. Son de especial interés
aquellos realizados en tejidos propios del paciente.

- Analisis bioinformatico: estas herramientas
ayudan a predecir el impacto funcional de la mutacién en el
gen o la proteina. También aportan informacién en cuanto al
grado de conservacién de la secuencia comparada con otras
especies, también se pueden realizar analisis in silico. En
general el analisis in silico aunque puede guiar la
clasificacion de una variante genética no se considera
suficiente para establecer su patogenicidad. Algunos
ejemplos de estas herramientas son el software SIFT [61],
Polyphen-2 [62] y Mutation Taster [63]

[I. Utilidad practica del diagnéstico
genético.

El diagndstico de los pacientes indice se basa en los criterios
modificados internacionales, entre los que se encuentra el genotipo.

La MCA se caracteriza por un espectro clinico muy heterogéneo y
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el estudio genético puede ayudar enormemente a identificar la
causa especifica de la enfermedad, asi como identificar fenocopias
(sarcoidosis, miocarditis) cuya expresion clinica muchas veces es
solapada. Siendo cada vez mayor el conocimiento de las bases
genéticas del desarrollo de MCA y el solapamiento clinico de las
distintas cardiomiopatias, junto a la generalizacion de técnicas como
la NGS, es de especial interés el empleo en este grupo de pacientes
de paneles de genes conocidos implicados en el desarrollo de

miocardiopatias.

El estudio genético en esta poblacion tiene un rendimiento
diagndstico aproximado del 60% [53]. El diagndstico genético nos
permitira identificar aquellos familiares que estan predispuestos a
desarrollar la enfermedad. En ocasiones los datos disponibles
pueden aportar informacion prondstica, ya que existen casos que
pueden desarrollar fenotipos severos y/o precoces conllevando un

alto riesgo de eventos cardiovasculares.

El disponer de un diagndstico genético también permite
contar con la opcion de realizar una seleccion preimplantacional de
embriones para evitar transmitir la enfermedad a generaciones

futuras.

En definitiva, la identificacion de la mutacién genética
causante de la enfermedad en un paciente con MCA es de suma

importancia, ya que permite:

- Identificar a los miembros de la familia
afectados en una fase preclinica y tranquilizar a las personas
no afectadas.

- Estratificar el riesgo de MSC
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- Confirmar el diagndstico en un paciente con
sospecha clinica
- Realizar diagndstico diferencial con otras

patologias con presentacion clinica semejante.

lll. Disco intercalar y desmosoma: bases

moleculares y fisiologicas.

En el desmosoma cardiaco las proteinas transmembrana de
la familia de las cadherinas desmogleina-2 y desmocolina-2 median
la unién intercelular. Sus porciones citoplasmaticas proporcionan
una plataforma de union para las proteinas pertenecientes a la
familia de proteinas armadillo placoglobina y placofilina-2, que a su
vez se asocian con isoformas de la desmoplaquina, que completan
el enlace con filamentos intermedios de desmina a través de sus
extremos C-terminales [Figura 1.6]. Esta interaccion de los
filamentos intermedios con el desmosoma es esencial para la

integridad del miocardio [64].
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DSG-2

PKP-2 DSC-2 JUP

Figura 1.6. Representacion del desmosoma: la region central (core) media la
union celular y en la placa densa se realiza la unién del desmosoma a los filamentos
intermedios. Se pueden identificar tres grupos de proteinas: uno formado por proteinas
transmembrana (desmocolina 2 y desmogleina 2), otro formado por la desmoplaquina que
mantiene la union con los filamentos intermedios (desmina en el corazén) y otro grupo de
proteinas armadillo (placofilina 2 y placoglobina) que media entre las transmembrana y la

desmoplaquina.

Por otra parte, otro elemento cardiaco de unién es el area
composita. Este complejo molecular se conforma de proteinas
desmosomicas como la placoglobina y placofilina-2, ademas de
proteinas de adhesién cardiaca (N-cahderina, beta-catenina, alfa-e-
catenina y vinculina). Podemos entenderlo como un sistema
macromolecular, en el que las proteinas desmosomales y las
proteinas de adhesion cardiaca se asocian intimamente entre si. El
area composita ocupa cerca del 90% de la superficie del disco
intercalar y se interrumpe solamente por unas pocas uniones gap y

desmosomicas [65].
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La informacion actual sugiere que las interacciones entre las
moléculas de adhesion intercelular, uniones gap y los canales de
sodio dependientes de voltaje interactian con los discos
interacalares, considerados como un organulo mas, de forma
especifica para mantener la estructura cardiaca y la sincronia de los
cardiomiocitos [66]. Es dentro de este macrocomplejo donde se
localizan la mayoria de las proteinas que participan en la MCA, lo
que sugiere que esta patologia deberia considerarnse como una

enfermedad del disco intercalar en lugar de solo desmosémica.

Alteraciones en la funcion del disco intercalar daria lugar a la
disrupcion en la unién de los cardiomiocitos y, por tanto, a su
muerte, sobre todo en situaciones de tension o estrés mecanico.
Esta hipdtesis patogénica explicaria por qué la MCA se asocia
principalmente a las areas mas delgadas de la pared del ventriculo
derechoy de la pared posterolateral del ventriculo izquierdo, las mas
vulnerables al estrés mecanico. En este sentido, estudios llevados
a cabo en pacientes portadores de mutaciones en genes
codificantes de proteinas de adhesion celular reportaron una
llamativa remodelacion de los discos interacalares, que se
caracterizaban por una relevante disminucion del numero de
desmosomas y por la pérdida de integridad estructural de los

mismos [40].

IV. Genes implicados. Relacion genotipo-

fenotipo.

Cada vez es mayor el conocimiento acerca de las
correlaciones genotipo-fenotipo y los mecanismos genéticos y
moleculares que conducen al desarrollo de MCA. Algunos

autores han propuesto que aquellos pacientes portadores de
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variantes patogénicas en genes desmosomales tienen una
mayor incidencia de eventos arritmicos mayores definidos como
MSC, taquicardia ventricular, y descargas apropiadas del
desfibrilador automatico implantable. También se ha descrito
que los pacientes en los que se encuentra alguna variante
patogénica, desmosomal o no, suelen tener una expresion
fenotipica mas exacerbada [67]. Dos patrones de herencia han
sido descritos en MCA: una forma autosémica dominante, que
es la mas frecuente, y una forma autosémica recesiva. Esta
ultima generalmente se encuentra formando parte de un
sindrome cardiocutaneo, que como ya hemos comentado, inicio
la investigacion hacia la identificacion de los primeros genes

responsables de la enfermedad [Figura 1.7].

LMNA
PLN

TGFB3 FLNC

PKP2 DSC2
DSG2 DSP JUP

TTN
DES

Figura 1.7. Imagen representativa de la distribucion genética de la miocardiopatia
arritmogénica. MCA: miocardiopatia arritmogénica; LMNA: lamina A/C; FLNC: filamina C;
PLN: fosfolamban; TTN: titina; DES: desmina; TGFB3: factor transformador de crecimiento
beta 3.
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- Desmosomales

Placoglobina (JUP)

La involucracion de la placogobina en el desarrollo de MCA
fue propuesta por primera vez a raiz de la descripcién de la
enfermedad de Naxos en una serie de pacientes de la isla griega de
Naxos. Presentaban un sindrome autosémico recesivo con la
asociacion de pelo lanoso, queratosis palmoplantar y MCA con una
alta incidencia de arritmias ventriculares. Los sintomas podian estar
ya presentes desde la infancia. En esta variante, el ventriculo
derecho siempre esta afectado inicialmente, con progresion al
ventriculo izquierdo. De forma anecdética, se ha descrito el caso de
una familia europea con un fenotipo cardiaco de MCA con herencia
autosomica dominante de una variante en placoglobina sin

afectacion cutanea [68].
Desmoplaquina (DSP)

Fue el primer gen descrito en herencia autosémica
dominante [12]. También descrita en un sindrome cardiocutaneo
con herencia autosdmica recesiva conocido como sindrome de
Carvajal. De forma muy semejante a la enfermedad de Naxos, este
sindrome se asocia a alteraciones cutaneas, pelo lanoso y MCA. En
el caso de la forma autosémica dominante, la afectacion ventricular
izquierda es frecuente, habiendo mas disfuncién sistolica e
insuficiencia cardiaca que aquellos pacientes portadores de
variantes en PKP2 [62].
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Placofilina-2 (PKP2)

Se trata del gen desmosomal mas frecuentemente hallado
en pacientes con MCA, y generalmente se asocia a un patron de
herencia autosdmico dominante. Se estima una prevalencia de
mutaciones en PKP2 de en tormo el 44% en esta poblacion [69].
Actualmente existe controversia en cuanto a la patogenicidad de
muchas variantes en PKP2, también en aquellas que producen
truncamientos de la proteina [70;71]. Se han descrito variantes en
PKP2 con una frecuencia de 1/200 en poblacion sana finlandesa.
Esta informacién hace pensar que muchas variantes en este gen no
se asocien con enfermedad y que para producir enfermedad se
necesite una segunda mutacion en PKP2 u otro gen desmosomal
[72;73].

Desmogleina-2 (DSG2)

La desmogleina 2 es otro componente importante del
desmosoma y la isoforma 2 es la Unica isoforma expresada en los
miocitos cardiacos. Tras analizar a una poblacion de 80 casos
indices con MCA, se identificaron a 8 individuos portadores de
mutaciones en el gen DSG2. Andlisis posteriores confirmarian su
implicacién en el desarrollo de la enfermedad, asi como una
aparente elevada penetrancia y predileccién por el ventriculo

izquierdo [74].
Desmocolina-2 (DSC2)

Desmocolina es una cadherina importante del desmosma.
Dos mutaciones en heterocigosis fueron descritas (frameshift y
truncamiento) como responsables del desarrollo de MCA. La

identificacion del quinto gen desmosomal implicado en la

52



Tesis Doctoral Fco. J. Bermudez Jiménez

enfermedad apoy? la hipotesis de que la enfermedad se asienta en

anomalias en las uniones celulares [75] .

- No desmosomales

Muchos de los genes no desmosomales se han descrito
inicialmente en otras formas de miocardiopatia, siendo mas tarde
relacionados con el desarrollo de MCA. Con frecuencia se puede
presentar un fenotipo solapado entre ambas formas de cardiopatia

(heterogeneidad clinica y genética).
Titina (TTN)

TTN es el gen mas grande expresado en mamiferos. El
conocimiento acerca de este gen ha crecido en las ultimas décadas
y se ha relacionado con un importante porcentaje de pacientes con
miocardiopatia dilatada. Esta proteina estd relacionada con
aspectos “mecanicos” celulares y, por tanto, el estrés mecanico
sobre esta proteina conduciria a la apoptosis y ulterior desarrollo de

miocardiopatia [76].
Luma (TMEM43)

Mutaciones patogénicas en este gen conducen al desarrollo
de una forma de MCA especialmente grave. También se la conoce
como ARVC/D tipo 5, tiene una penetrancia del 100%, y el
prondstico es mucho peor en el sexo masculino. Se ha postulado
que TMEM43 codifica la proteina LUMA, presente en los discos
intercalares, y ademas también tiene relacion con elementos clave
en la transcripcién adipogénica (PPAR gamma), pudiendo guardar
relacion con la infiltracion fibroadiposa que caracteriza a esta

enfermedad. Se ha descrito como un problema endémico en ciertas
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areas como Newfoundland en Canada, aunque posteriormente
aparecieron casos en Europa aparentemente no relacionados con
las familias iniciales canadienses. La media de supervivencia para
ambos sexos esta reducida comparada con controles y, en el caso
de los varones. La mediana de supervivencia en ellos es de 41 afios,
muy inferior a la mediana de poblacién control (83 afos). Por todo
ello, debe plantearse el implante precoz de un desfibrilador

automatico en varones portadores de variantes en TMEM43 [19;77].
Fosfolamban (PLN)

Inicialmente fue descrito su efecto fundador en poblacién
holandesa, siendo responsable de cerca del 15% de casos de
miocardiopatia dilatada idiopatica y MCA. PLN codifica una proteina
transmembrana del reticulo sarcoplasmatico que regula la
circulacion del calcio intracelular y cuya implicacion en el desarrollo
de MCA no se conoce bien todavia. Pacientes con funcion sistélica
ventricular izquierda (FEVI) <45% y/o taquicardia ventricular no
sostenida tienen un mayor riesgo para presentar eventos

cardiovasculares graves [20].
Lamina A/C (LMNA)

Las proteinas lamina A y lamina C son componentes de la
membrana nuclear del miocardiocito. Las laminopatias se han
asociado a miocardiopatia dilatada caracterizada por trastornos de
conduccion auriculoventricular, arritmias y/o miopatia esquelética
periférica. Este gen también se ha asociado con el desarrollo de
MCA, no siendo infrecuente el solapamiento entre ambas
miocardiopatias y un curso marcado por las arritmias ventriculares
[21;78].
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Filamina C (FLNC)

De forma semejante a LMNA, recientemente, los
truncamientos en la proteina filamina C se han asociado con
miocardiopatia dilatada, con un importante solapamiento con MCA
de predominio en ventriculo izquierdo y que se caracteriza por una
alta carga de MSC, arritmias ventriculares y fibrosis con una funcion
ventricular sistdlica biventricular relativamente preservada [79]. Esta
proteina se expresa en células musculares cardiacas y esqueléticas
uniendo los filamentos de actina y multiples proteinas a nivel de los

discos Z del sarcémero.
Factor transformador de crecimiento beta 3 (TGF-£-3).

Este gen se ha descrito implicado en el desarrollo de MCA
en una gran familia. La hipotesis es que la sobreexpresion de TGF-
B-3 puede contribuir al desarrollo de la enfermedad. Esta familia de
proteinas estimula la produccion de componentes de la matriz

extracelular y, por tanto, fibrosis [18].
Otros: canales idnicos.

Algunos canales iénicos como la subnidad alfa del canal de
sodio (SCN5A) [80] y el receptor de la rianodina 2 (RyR2) [81]
también se han asociado de forma puntual con el desarrollo de
MCA, y no existe mucha informacién relativa a la correlacion

genotipo-fenotipo y existe controversia en cuanto a esta relacion.
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C. DESMINA

l. Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios (Fl) tienen un espesor de unos
10nm y se los denomina asi porque el diametro del flamento es
intermedio entre los filamentos de actina y de miosina en las células
musculares. Mas tarde se establecidé su presencia en casi todos los
tipos celulares como componente del citoesqueleto. Son
especialmente numerosos en las células expuestas a tensidn
mecanica o estructural, dado que su funcién principal es conferir
fuerza mecanica. En consecuencia, los Fl son mas el componente

mas estable del citoesqueleto.

A pesar de su aspecto uniforme al microscopio electrénico,
los filamentos intermedios representan un grupo heterogéneo
compuesto por distintas proteinas en los diversos tipos celulares, e
incluso en el mismo tipo celular en distinto grado de diferenciacion.
Sin embargo, las proteinas estan relacionadas entre si y la
conformacion basica es uniforme. Cada proteina esta formada por
dos polipéptidos que forman un dimero. La estructura final formando

un FI no estéa polarizado (no tiene extremos positivos y negativos).

En la actualidad los Fl incluyen a 73 proteinas distintas que
se clasifican en cinco tipos distintos sobre la base de su estructura
primaria, sus propiedades de ensamblaje y su patrén de expresion
especifico en los distintos tejidos. El grupo | y Il de Fl estan
compuestos por queratinas que forman heteropolimeros en las
células epiteliales. El grupo Il incluye a la desmina, la sincoilina, la
vimentina, la perifierina y la proteina acida fibrilar glial y forman
homopolimeros. El grupo IV de FlI comprende tres subunidades
neurofilamentosas (NF-L [lighf], NF-M [middle] and NF-H [heavy]),
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la alfa-internexina, la nestina y la sinemina alfa y beta. Finalmente,
el grupo V engloba a los FI mas antiguos en términos evolutivos, los
FlI nucleares (lamina A, B1, B2, C1 y C2). Los FI citoplasmaticos
comparten una estructura secundaria semejante compuesta de un
cuerpo helicoidal central o “rod domain” flanqueado por zonas no
helicoidales. Este cuerpo central se subdivide en 4 segmentos
distintos, siendo el 1A, localizado en la zona amino-terminal y el 2B,
en la zona carboxi-terminal, las dos regiones mas conservadas en
los FI [Figura 1.8]. La zona amino-terminal es clave para el
ensamblaje del FI, mientras que la carboxi-terminal es fundamental
en las interacciones del Fl con otras proteinas, asi como para la

propia organizacion de la red de filamentos intermedios [82].

1A = 1B |m 2A m 2B

Cabeza Dominio central Cola
(Head) (Rod) (Tail)

Coil 1 Coil 2

C-Terminal > - - - < N-Terminal

Figura 1.8. Organizacion estructural de los filamentos intermedios. Se muestra la

estructura tripartita del filamento intermedio con una muy conservada zona central alfa

helicoidal (rod domain) flanqueada por dos estructuras no helicoidales (heady tail domains).

Los FI son estructuras muy dinamicas con funciones
celulares mas alla del mantenimiento estructural y funcional de las
células, estando relacionados con la posicion y funcion de las
organelas, la regulacion de la transcripcién e incluso en la apoptosis
celular. Las membranas de los cardiomiocitos o sarcolemas estan
conectadas mecanica y eléctricamente a través de uniones
intercelulares altamente especializadas o discos intercalares. Una
de estas zonas de contacto se corresponde con el desmosoma. De

forma circular se encuentra presente en tejidos expuestos a fuertes
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acciones mecanicas como el epitelio plano estratificado de la
epidermis. Desde el punto de vista ultraestructural se distinguen las
dos membranas opuestas del desmosma, separadas por un espacio
intercelular. Sobre la cara citoplasmatica de estas membranas se
asientan los FI citoplasmaticos que convergen hacia el desmosoma,
que en la musculatura cardiaca estan formados fundamentalmente
por la proteina desmina. En la zona de anclaje se pueden identificar
las proteinas placoglobina y desmoplaquina, uniendo asi el
citoesqueleto al desmosoma. De forma anexa se encuentra las
proteinas desmogleina y desmocolina, de la familia de las
cadherinas, que fijjan su dominio extraceular con los
correspondientes dominios extracelulares de las moléculas de la

membrana celular opuesta.

Il. Desmina: estructura y funcionamiento

La desmina esta codificada por un gen unico denominado
DES, localizado en el cromosoma 235, y contiene 9 exones. El gen
esta muy conservado entre los vertebrados. El otro gen involucrado
en la enfermedad es el CRYAB, que caodifica la ap-cristalina, que se
encuentra en el cromosoma 11922.3-g23.1, y también esta muy
conservado entre una gran variedad de especies. Hasta la fecha,
desde la publicacion de las primeras mutaciones en desmina como
causantes de enfermedad en 1998 [83-85], son en torno a 70 las
mutaciones patogénicas descritas en el gen DES. Las mutaciones
se pueden localizar en cualquier parte del gen, pero se concentran
mayoritariamente en el exén 6, que codifica la porcion C-terminal de
la hélice 2B. Las mutaciones en el dominio de la cola son las
segundas en frecuencia, e impiden la interaccién con proteinas

citoesqueléticas.
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La desmina es una proteina expresada en el musculo
cardiaco, esquelético, y liso de animales vertebrados que forma
parte del extenso grupo denominado como filamentos intermedios
(FI) [85]. Como ya hemos comentado previamente, el citoesqueleto
del cardiomiocito esta compuesto predominantemente por desmina
[86]. También es muy abundante en las fibras de Purkinje del
sistema especifico de conducciéon cardiaca. Es una proteina de
52kD Se localiza cerca de los discos Z de los sarcémeros de las
miofibrillas musculares, funcionando como un soporte estructural
anclandolos al sarcolema. También participan en algunas uniones
intercelulares (desmosomas) principalmente en las células

musculares cardiacas.

La desmina en concreto tiene tres dominios principales: un
dominio central en hélice a que es constante, un dominio variable
no-helicoidal en la cabeza, y una cola en el extremo C-terminal. La
desmina, como todas las proteinas de los filamentos intermedios,
pierden su polaridad cuando se ensamblan (sus dos extremos son
iguales). EI dominio central consiste en 308 aminoacidos con dos
hélices a paralelas enrolladas entre si formando un dimero y tres
uniones que lo interrumpen. El dominio de la cabeza consiste en 84
aminoacidos con algunas argininas, serinas y residuos aromaticos y
es importante en el ensamblaje de filamentos y en las interacciones
dimero-dimero. El dominio de la cola es el responsable de la
integracion de los filamentos y de la interaccion con otras proteinas
y organulos, como la desmoplaquina o la mitocondria. Entre la gran
cantidad de proteinas que tienen relacion con la desmina, la of-
cristalina. Se trata de una proteina citosdlica que se ubica junto a la
desmina en las bandas Z, otorgandole estabilidad y evita su

agregacion irreversible.
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Hace varias décadas que se estableciera la asociacion entre
las desminopatias y la enfermedad muscular esquelética y cardiaca
[87]. Caracteristicamente la primera sospecha para establecer esta
relacion fue el hallazgo de agregados insolubles citoplasmaticos de
desmina en pacientes con miocardiopatia y miopatia periférica. Hoy
sabemos que la proteina mutante es incapaz de establecer un
dimero estable, perdiendo asi su funcion y precipitandose en forma
de agregados de filamentos intermedios. Estos depdsitos estan
formados fundamentalmente por desmina, filamina C y ap-cristalina.
Estos depdsitos pueden ser visibles mediante técnicas
inmunohistoquimicas como el empleo de anticuerpos anti-desmina
en biopsias endomiocardicas o de musculo esquelético, si bien

carece de especifidad.

lll. Desminopatias: espectro clinico.

Las desminopatias pueden presentarse en forma
autosdémica dominante principalmente, aunque no son infrecuentes
la formas de novo o autosdmica recesivas. En general, la
penetrancia de las desminopatias es muy elevada y su expresion
fenotipica es muy heterogenea, lo que dificulta el reconocimiento de

las mismas.

Dado que la desmina se encuentra mayoritariamente en el
musculo esquelético y en el cardiaco, el nivel de sospecha debe ser
elevado ante pacientes con miopatia distal lentamente progresiva,
disfonia, disfagia y sintomas cardiacos (especialmente disnea,
mareos o sincopes). Con probabilidad podremos detectar trastornos
de la conduccion AV vy alguna forma de miocardiopatia
(miocardiopatia dilatada o restrictiva principalmente). En ocasiones

también se pueden detectar alteraciones del electromiograma. Por
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otro lado, la insuficiencia respiratoria puede estar presente de forma
secundaria a la afectacion de los musculos respiratorios y al
diafragma. Ocasionalmente la biopsia muscular puede ser
necesaria y puede dar el diagndstico, ya que caracteristicamente se
pueden apreciar depdsitos granulares intracitoplasmaticos de
desmina. La realizacion de un analisis genético para el diagnéstico
correcto, y posterior consejo genético es esencial. La evaluacion
multidisciplinar por neurologia, cardiologia y neumologia,

fundamentalmente, es esencial en el manejo de estos pacientes.

- Manifestaciones Cardiacas.

En general, el dato mas constante es la presencia de
miocardiopatia y algun grado de trastorno de la conduccion AV.
Temporalmente pueden preceder, coincidir o aparecer tras el
desarollo de afectacion muscular esquelética. Segun un metanalisis
reciente [88], que comprendia a todos los pacientes descritos hasta
la fecha portadores de una mutacion en desmina, alguna
manifestacion cardiaca estaba presente en el 74% de los pacientes
(105/141). La afectacion cardiaca aislada estuvo presente en el 22%
de los pacientes. Cerca del 50% de los pacientes presentaron fueron
diagnosticados de alguna miocardiopatia segun los rasgos
fenotipicos mostrados. De estos la miocardiopatia dilatada, la
restrictiva y la hipertrofica fueron las mas frecuentes. Tan solo
habian sido reportados hasta la fecha dos casos de MCA [88]. Como
en cualquier cardiopatia, deben realizarse seguimientos periédicos
con técnicas de imagen como el ecocardiograma transtoracico o la
RM cardiaca. Esta ademas puede facilitar el diagndstico precoz de
la miocardiopatia, gracias a una mayor sensibilidad y la presencia

de fibrosis intramiocardica.
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Las alteraciones del ritmo estaban presentes en el 62% de
los pacientes, siendo los trastornos de la conduccion AV los mas
frecuentes (39%), seguidos del bloqueo de rama derecha. En un
numero significativo de pacientes este puede ser el debut de la
enfermedad, y justifica una una elevada tasa de implante de
marcapasos en esta poblacién. Alta densidad de extrasistoles
ventriculares y taquicardias ventriculares también han sido
reportadas, requiriendo en algunos casos el implante de un
desfibrilador automatico. Por tanto, debido a la alta tasa de arritmias
potencialmente graves es recomendable establecer una vigilancia
estrecha mediante ECGs y monitorizacion electrocardiografica
ambulatoria. La ello, se recomienda en estos pacientes realizar
ademas de frecuentes ECGs, holter ECG 24 horas periodicamente
y valorar el implante de un marcapasos permanente ante trastornos
AV de bajo grado, por su rapida progresion a bloqueo AV completo.
Por otra parte, aunque la indicacion del implante de un desfibrilador
no es un tema con suficiente evidencia, debera considerarse en

casos de taquicardia ventricular no sostenida.

- Manifestaciones Musculares

La forma de presentacion clasica es con afectacion de la
musculatura distal de los miembros inferiores, con una progresién
hacia la musculatura proximal y puede llegar a ser una miopatia
generalizada. La debilidad puede afectar a los musculos del tronco,
flexores del cuello y, en ocasiones, los faciales. De forma semejante
a la afectacion cardiaca, en el mismo trabajo de Van Spaendonck-
Zwarts y colaboradores [88], el 74% de los pacientes portadores de
una variante patégena en DES presentaron afectacion muscular.

Cerca del 50% de los pacientes la presentaron en combinacién con
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afectacion cardiaca. Clasicamente los pacientes pueden presentar
con niveles de creatin-quinasa (CPK) normal (30% de los pacientes)
o discretamente elevada (en el 91% de ellos los valores son de
menos de 4 veces en limite superior de referencia). Incluso en el
30% de los pacientes con miopatia se observan niveles de CPK
normales. En la biopsia muscular se pueden apreciar miofibrillas que
contienen depdsitos proteicos amorfos inmunorreactivos para

desmina, y cambios degenerativos.

IV. Desmina y miocardiopatia

arritmogeénica.

Como se ha hecho referencia  previamente,
aproximadamente, mas de 70 mutaciones en el gen DES han sido
reportadas hasta la fecha distribuidas a lo largo de toda su
secuencia. Estas conducen a la incapacidad de la proteina desmina
para un adecuado ensamblaje y relacibn con otras proteinas
celulares, generando asi agregados proteicos en la mayoria de los

Ccasos.

Sin embargo, el papel de estos agregados en el desarrollo
de miopatia esquelética o cardiaca, y especialmente en la alta

incidencia de eventos arritmicos es desconocido.

Aunque son multiples las distintas mutaciones identificadas
en DES, son solo unas pocas las que se han identificado en
pacientes con miocardiopatia arritmogénica, caracterizada por
arritmias y disfuncion sistélica ventricular que conduce al desarrollo

de sincope, insuficiencia cardiaca o MSC.
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En 2009 Van Tintelen realizd la primera descripcion de una
variante en DES relacionandola con MCA [22]. En este trabajo
describieron a 5 familias europeas afectadas por una mutacion
missense puntual p.Ser13Phe, que afecta a la cabeza de la
proteina. De los 5 casos indices 2 presentaban miocardiopatia y 3
mostraron un predominio de sintomas neurolégicos con afectacion
cardiaca concomitante. Se identificaron a 27 individuos (7
portadores obligados) distribuidos en las 5 familias. Todos los
sujetos (edad media de 35.5 afios) presentaban miocardiopatia
(penetrancia completa), siendo ésta la afectacion predominante. El
espectro fenotipico de la miocardiopatia fue amplio: miocardiopatia
dilatada en 7 casos, miocardiopatia hipertrofica en 5 casos, una
miocardiopatia inespecifica en 1 sujeto y finalmente dos casos que
cumplian los criterios diagnosticos de 1994 de MCA. Van Tintelen
destaca que ademas de los pacientes con MCA, otros cuatro
portadores de la variante y con otra miocardiopatia presentaron
insuficiencia cardiaca de ventriculo derecho en fases precoces de la
enfermedad. A nivel histologico, pudieron estudiar muestras de
tejido miocardico de uno de los pacientes con de MCA, confirmando
la presencia de agregados de desmina en el sarcoplasma de los
miocitos. Sin embargo, no describen alteraciones a nivel de las
proteinas de union celular en este paciente, aspecto que si aprecian

en otros fenotipos.

Mas tarde el mismo grupo describiria una nueva mutacion en
DES (p.Arg454Trp) relacionandolas con el desarrollo de MCA [89].
En este trabajo recogen a una familia holandesa en la que el
paciente indice es una nifha de 9 afios con un blogueo
auriculoventricular completo que recibe un marcapasos a la edad de

18 anos. En ese momento mostraba unos diametros ventriculares
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ligeramente aumentados, mayor de ventriculo derecho, y finalmente
fallecié a la edad de 27 afos por insuficiencia cardiaca. Nunca
presentd sintomatologia muscular. EI analisis histolégico de
muestras de miocardio mostro fibrosis e inflamacion focal. Tanto su
padre, como su hermano fallecieron jovenes (31 y 27 afios
respectivamente) por insuficiencia cardiaca, y recibieron un
marcapasos por bloqueo auriculoventricular completo. El estudio
histolégico de muestras del miocardio del padre mostré dilatacion
biventricular con sustitucién fibrosa circunferencial. Ademas, los
estudios de inmunohistoquimica mostraron una disminucion
significativa de proteinas de union celular como la desmoplaquina y
la placofilina-2, remarcando la importancia de la union del
desmosoma y area composita con los filamentos intermedios

mediante la desmoplaquina.

En ese mismo afio, Klauke y colaboradores [90] publicaron
la mutacion missense p.Asn116Ser en DES, localizada en el
dominio 1A de la proteina en un paciente con diagndstico definitivo
de MCA segun los criterios internacionales. Se trata de una mujer
de 15 afios con afectacion ligera miopatica y que requiridé un
trasplante cardiaco a los 17 afios por insuficiencia cardiaca
avanzada. En este caso no se describen trastornos del ritmo ni
ningun tipo de afectacion arritmica. El estudio de cosegregacion de
la variante no encontr6 mas portadores ni enfermos en la familia,
catalogandose como un caso espontaneo. El analisis histolégico del
corazén trasplantado mostré la acumulacion de agregados de
desmina y miotilina en ambos ventriculos. El estudio de trasnfeccion
en cultivos de células SW13 (células de carcinoma adrenocortical

humano) mostré un fallo en la formacién de la red de citoesqueleto
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generandose agregados de filamentos intermedios; la presencia de

desmina no se pudo demostrar en estos cultivos.

Heldberg y colaboradores en 2012 reportaron la mutacién
p.Pro419Ser en el exén 7 en el gen DES en 7 miembros de una
familia sueca [91]. Esta variante recae en la cola de la proteina
desmina y ya habia sido relacionada previamente con el desarrollo
de miopatia miofibrilar, diagndstico clinico inicial de la familia. Tres
sujetos varones, dos de ellos murieron subitamente, cumplian los
criterios diagndsticos de MCA y el analisis necropsico de uno de
ellos mostré una infiltracién fibroadiposa avanzada en el ventriculo

derecho.

Dada la expansion en el conocimiento de la genética de la
MCA y en concreto la proliferacion de publicaciones en la literatura
cientifica asociando mutaciones en DES con el desarrollo de esta
enfermedad, Lorenzon y colaboradores analizaron la prevalencia de
variantes en este gen en una extensa cohorte de pacientes con
diagnodstico definitivo de MCA y ausencia de miopatia esquelética
[92]. Analizaron a 91casos indice y tan solo identificaron dos
variantes missense en 2 pacientes (2'2%), sugiriendo que en
ausencia de miopatia periférica la posibilidad de una desminopatia
en esta poblacion es baja. Ambas variantes (p.Lys241Glu vy

p.Ala213Val) no pudieron demostrarse como patogénicas.

Reciente es el trabajo de Brodehl y colaboradores en el que
describen la patogenicidad de la variante p.Ala120Asp en DES [93].
En esta publicacion se describe a una extensa familia germana con
diagnéstico de miocardiopatia dilatada y una elevadisima carga
familiar de MSC a edades tempranas. El caso indice es una mujer

de 34 anos que debutd con un fluter auricular, extrasistolia
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ventricular frecuente y funcion sistolica y volumenes biventriculares
normales, en ausencia de miopatia periférica. Un primo del caso
indice mostraba un bloqueo auriculoventricular de primer grado,
anomalias de la onda T pero buena funcién sistélica biventricular.
Dados los antecedentes familiares de MSC ambos pacientes
recibieron un desfibrilador automatico. Los distintos estudios
funcionales demostraron la ausencia de desmina en los discos
intercalares y el depdsito andmalo citoplasmatico granular de
desmina. En este caso aunque el estudio funcional sugiere que se
trata de una variante patogénica, sin embargo el estudio de
cosegregacion fallé al no disponer de material genético de los

familiares fallecidos.

Existe poca informacion relativa a la prevalencia y espectro
fenotipico de las desminopatias en Espafa. Una aproximacion a
esta ausencia de informacién fue abordada recientemente por
investigadores espafioles con la descripciéon de una cohorte de 20
pacientes pertenecientes a 4 familias en las que se identificaron tres
variantes patogénicas distintas (p.lle367Phe, p.Pro419Ser vy
pArg415GIn) [94]. El caso indice portador de la variante
p.Arg415Gin fallecié subitamente a los 30 afios de edad siendo la
informacién de la necropsia compatible con MCA de predominio
izquierdo. Se trata de una mutacién que afecta al splicing del gen,
afectando al marco de lectura y afade valor a su potencial
patogenicidad. Por otra parte, en el estudio de cosegregacién de la
variante tan solo el padre del caso indice mostré miocardiopatia
dilatada, un fenotipo que puede presentarse de forma solapada con
MCA.
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V. Variante p.Glu401Asp en DES

Se trata de una variante de tipo missense en heterocigosis:
NC_000002.11:9.220286241G>C  (cddigo de  nucledtido),
NP_001918.3:p.Glu401Asp (cédigo de aminoacido), nombre
alternativo a nivel de proteina: NP_001918.3:p.E401D. Esta variante

se localiza en el exén 6.

Esta variante p.Glu401Asp en el gen DES no ha sido descrita
previamente en ningun articulo o comunicacion. Tampoco se
encuentra presente en poblacion control, por tanto, podemos
considerarla una mutacién. Afecta a un residuo muy conservado en
la evolucion y se produce el cambio de acido glutamico (Gin) por

acido aspartico (Asp).

Como se ha comentado previamente, la proteina desmina tiene un
dominio central a helicoidal que es constante, un dominio variable
no-helicoidal en la cabeza, y una cola en el extremo C-terminal. El
dominio 401 esta ubicado muy préximo al motivo YRKLLEGEESRI
C-terminal (aminoacidos 405-416), asociandose con una elevada

frecuencia la presencia de miocardiopatia.

Existe en la literatura otra variante descrita en el mismo
dominio, la mutacion p.Glu401Lys [95]. Esta variante fue reportada
en 2006 [referencia] en una paciente francesa que desarrolld
bloqueo auriculoventricular (BAV) avanzado a edad temprana,
debilidad muscular bilateral y elevacion de CPK. En el trabajo no se
hace referencia a informacion fenotipica clinica de la miocardiopatia
que presentaba la paciente ni se recogen a familiares. En este caso
se produce la sustitucién del aminoacido GIn por el lisina (Lys), es

decir, un aminoacido polar acido por uno polar basico.
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2. HIPOTESIS Y
OBJETIVOS
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A lo largo de la introduccion se ha tratado de realizar un
resumen en referencia al estado actual de la MCA, su base genética
y patogenia. Como se ha recogido, algunas proteinas
citoesqueléticas semejantes a la desmina, como la filamina C
(FLNC), recientemente se han relacionado con el desarrollo de
MCA. Mas del 70% de las mutaciones patogénicas descritas hasta
la fecha en DES se han asociado a la presencia de miocardiopatia,
aunque generalmente como miocardiopatia dilatada 6 restrictiva, y
tan solo en casos puntuales o pequenas series de casos asociadas
a MCA, sin haber ninguna evidencia funcional de la via patogénica

responsable.

Nuestra hipotesis es que los pacientes afectados por la
mutacion p.Glu401Asp en DES, no descrita previamente, padecen
MCA predominantemente de ventriculo izquierdo con un patrén de
herencia autosémico dominante, responsable de eventos
cardiovasculares mayores como MSC o insuficiencia cardiaca

grave.

Objetivos

El objetivo principal del trabajo es la desmostracion de la
patogenicidad de la variante mencionada en desmina como causal
para el desarrollo de MCA. Para ello nos apoyaremos en la
descripcion clinica detallada de los pacientes afectos por la variante
p.Glu401Asp en desmina, su analisis de cosegregacion familiar y el

estudio de su repercusion a nivel histoldgico y funcional.

Como objetivos secundarios proponemos:
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- Analizar a nivel molecular las alteraciones
debidas a la mutacion Glu401Asp en DES y su correlacion
con los hallazgos clinicos e historia natural de la
enfermedad.

- Descripcion minuciosa de las caracteristicas
mostradas en pruebas complementarias como la
electrocardiografia, ecocardiografia, RM, ECG Holter de 24
horas.

- Identificar una nueva via patogénica en la
MCA.
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3. MATERIALY
METODOS

Poblacién de estudio

Evaluacién clinica
Evaluacion genética
Evaluacién funcional

Analisis estadistico
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3. MATERIAL Y METODOS
A. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio del trabajo incluyé a todos los
sujetos vivos y disponibles para estudio pertenecientes a una
extensa familia remitidos a evaluacién a una consulta monografica
especializada en cardiopatias hereditarias del Hospital Universitario
Virgen de las Nieves en Granada. Se trata de una familia de etnia
caucasica, espafnola original de la provincia de Granada en la que

se identifico la variante p.Glu401Asp en DES.

La familia consta de 83 individuos distribuidos en 6
generaciones. El trabajo incluyd a 66 sujetos disponibles para

estudio y que firmaron el consentimiento informado.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica local

(Universidad de Granada) en marzo de 2016.

B. Evaluacion clinica

Todos los sujetos fueron sometidos a una evaluacion clinica
inicial que incluyd wuna exhaustiva anamnesis recabando
informacién acerca de la historia familiar con especial énfasis en la
presencia de eventos adversos como: MSC, muerte de cualquier
causa, muerte por insuficiencia cardiaca, trastornos de la
conduccién auriculoventricular, taquiarritmias, sincope, trasplante
cardiaco o el implante de dispositivos cardiacos. Con todo ello se

labor6 un arbol familiar que incluyd las 6 generaciones identificadas.

Ademas, en todos los sujetos se realizd un minucioso
examen fisico, prestando especial atenciéon a datos de afectacion

sugerente de miopatia esquelética. Se clasifico la capacidad
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funcional por medio del sistema propuesto por la New York Heart
Association (NYHA). En visitas sucesivas de seguimiento, se
recogié informacion referente a la situacion clinica, eventos y

tratamientos [Figura 3.1].

Historia Familiar y Personal
|Evaluacion clinica Electrocardiograma
Ecocardiograma

A 4

‘ Secuenciacion genética ‘

e

DES-p.Glu401Asp DES-p.Glu401Asp

Estudio de

l Cosegregacion
A

Seguimiento clinico
Resonancia Magnética Cardiaca
ECG Holter de 24h

Estudio clinico habitual

1 |

Fenotipo positivo Fenotipo negativo
Seguimiento clinico Stop Seguimiento

Figura 3.1 Protocolo de manejo de los individuos incluidos en el estudio.

En todos los sujetos se realizé un ECG de 12 derivaciones,
ecocardiografia transtoracica bidimensional (modo 2D y estudio
Doppler), Holter ECG de 24 horas, un analisis sanguineo
(bioquimica con CPK, troponina ultrasensible, BNP y hemograma) y
estudio genético de la variante p.Gu401Asp. En todos aquellos
sujetos portadores de la mutacion en desmina se realizé una RM
cardiaca, excepto en aquellos que rechazaron el procedimiento o
presentaban alguna contraindicacion (dispositivo cardiaco

implantable no compatible con RM o claustrofobia).
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El electrocardiograma es fundamental en el diagndstico de
la MCA. Multiples parametros electrocardiograficos forman parte de
los criterios diagndsticos actuales de MCA. Las variables evaluadas
de los ECGs fueron el ritmo presente, los intervalos PR, QRS, QT
(medidos en milisegundos), amplitud del voltaje del QRS, trastornos
de conduccion auriculoventricular o intraventricular, onda épsilon y
presencia de ondas Q. En cuanto a las alteraciones de la
repolarizacién, se evalué con especial empefio la presencia de
inversion de la onda T, especialmente el niumero y localizacion
(inferior, inferolateral, anterolateral, precordiales derechas (V1-V3),
percordiales izquierdas (V4-V6)). Respecto a los Holter ECG de 24
horas se analizaron la presencia de taquicardias ventriculares no
sostenidas, de trastornos de la conduccién auriculoventricular y la
extrasistolia ventricular (morfologia y densidad), asi como arritmias
supraventriculares y presencia de fibrilacion auricular. Todos estos

parametros fueron evaluados por electrofisidlogos experimentados.

Por otra parte, modalidades de imagen cardiovascular como
la ecocardiografia y la RM juegan un papel determinante en los
criterios diagnosticos actuales de MCA. Aunque la RM es cada vez
mas empleada de forma rutinaria en todo el mundo, la
ecocardiografia es una técnica de primera linea y fundamental en el
seguimiento clinico de los pacientes afectados por su caracter no
invasivo, barato y disponibilidad. Son bien conocidas las
alteraciones clasicas estructurales y funcionales del ventriculo
derecho mediante ecocardiograma [96;97] y RM cardiaca [98].
Mediante ecocardiografia se evaluaron la presencia de trastornos
segmentarios de la contractilidad ventricular o adelgazamiento
miocardico, diametro del tracto de salida de ventriculo derecho,

diametros y volumenes ventriculares, funcion ventricular sistdlica
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(derecha: excursion sistolica del anillo tricuspideo, fraccion de
acortamiento; izquierda: Simpson biplano). Todas los analisis
cuantitativos y cualitativos se realizaron segun las guias de practica
clinica actuales [99]. Este analisis incluyo el analisis del ventriculo
izquierdo (trastornos segmentarios de la contractilidad ventricular en
la cara inferolateral, diametros y volumenes ventriculares y funcién
sistolica ventricular), debido a la frecuente identificacion de
afectacion del ventriculo izquierdo en todas las fases de la
enfermedad, asi como su implicacion pronostica [100;101] [Figura
3.2].

Inferolateral de VI

Subtricuspide

Figura 3.2. Triangulo de la displasia. En azul se representa el triangulo de la displasia clasico (tracto de
salida de vd, region subtricuspidea y apex de ventriculo derecho). En verde se representa el triangulo de la displasia con
afectacion de la pared posterolateral de ventriculo izquierdo. TSVD: tracto de salida de ventriculo derecho; VI: ventriculo
izquierdo.

Muchas de las alteraciones estructurales descritas en el
ecocardiograma pueden ser sutiles y pasar desapercibidas en el
ecocardiograma bidimensional [102]. Sin embargo, la RM cardiaca
es una excelente herramienta para la identificacion precoz de la

enfermedad, con una sensibilidad cercana al 100%, ademas de

77



Tesis Doctoral Fco. J. Bermudez Jiménez

aportar importante informacion prondstica [103;104]. La evaluaciéon
mediante RM incluyé la valoracion de alteraciones segmentarias de
la contractilidad ventricular, la funcion sistolica, diametros y
volumenes ventriculares, asi como el depdsito de grasa
intramiocardica, inflamaciéon de la pared ventricular y fibrosis. La
cicatriz (fibrosis) secundaria a la infiltracion fibroadiposa se evalué
con el andlisis del RPG. Se ha podido comprobar la correspondencia
de este RPG con la infiltracion fibroadiposa en la histopatologia, asi
como su valor para predecir la aparicidon de arritmias ventriculares
[24].

Los estudios de RM se realizaron con un hardware de 1.5-
Tesla (GE®), tras la firma del consentimiento informado y la
comprobacion de la ausencia de contraindicaciones para la
realizacion del procedimiento. Se obtuvieron secuencias segun
protocolos previamente descritos [98]. Se incluyeron imagenes de
eje corto, 2 camaras, 4 camaras, 3 camaras Y tracto de salida de
ventriculo derecho). Posteriormente, para la realizacion de las
secuencias de RPG, se administraron 0.1-0.2 mmol/kg de gadolinio
quelado (Gadovist®). Las imagenes fueron analizaras con el

software semi-automatico (Reportcard®).

Dada el creciente reconocimiento de distintos patrones de
RPG en miocardiopatias (dilatada, hipertrofica,...etc) y su potencial
prondstico, se analizaron la presencia o no del mismo, asi como su
localizacion (ventriculo derecho, izquierdo o ambos) y distribucién
(region ventricular y estrato miocardico). Con el objetivo concreto de
evaluar la existencia de un patron especifico de retencion patologica
de gadolinino en los pacientes con desminopatia pertenecientes a

esta familia, se utiliz6 un grupo control de pacientes con MCA y otros
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genotipos, en los que se hubiera realizado una RM. Estos pacientes
fueron seleccionados de una cohorte de pacientes con MCA en
seguimiento en esta misma consulta monografica. Ademas de la
presencia, distribucion y localizacién de la RPG, se evaluaron

parametros funcionales y estructurales biventriculares.

Todos los estudios de ecocardiografia y RM fueron
realizados y analizados por especialistas experimentados en el area

de la imagen cardiovascular.

El manejo clinico se realiz6 de forma individualizada y en
todos los pacientes se realizé una estimacion del riesgo de eventos
adversos, especialmente de MSC segun las recomendaciones
actuales [46]. El diagndstico del probando (sujeto 1V.31 del pedigri
familiar, Figura 3.3) se realiz6 de acuerdo a los criterios diagndsticos
actualmente vigentes [35]. La penetrancia de la enfermedad fue
determinada en base a criterios electrocardiograficos vy
estructurales, siendo catalogados como sujetos sanos aquellos que

no presentaban ninguna alteracion eléctrica o estructural.
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2

My X — "\\6
2 72 (0

m O m O I

Index Patient Healthy Carrier Unknown Deceased
Affected

Figura 3.3. Pedigri familiar. Los cuadrados y circulos representan a hombres y
mujeres, respectivamente. Los portadores de la mutacién estan marcados en negro, los no
portadores en blanco y aquellos no estudiados estan sefialados con el signo (?). —: probando.
Los fallecidos estan marcados con una linea. HF: insuficiencia cardiaca; HTx: trasplante
cardiaco; ICD: desfibrilador automatico implantable; ICDS: desfibrilador automatico
subcutaneo; SCD: muerte subita cardiaca; VT: taquicardia ventricular.

Como limitacion en esta seccion hay que resaltar la
imposibilidad de obtener informacién clinica completa de aquellos
pacientes fallecidos o sometidos a trasplante cardiaco de forma

previa al comienzo de este estudio. Ademas, la informacion relativa
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a los sujetos menores de 13 afios de edad se ha omitido debido a
que en este grupo de edad los criterios diagnésticos no son
aplicables, asi como es anecdodtica que la enfermedad tenga

expresion eléctrica o estructural.

C. Evaluacidon genética

En el probando (IV.31) se obtuvo una muestra de sangre
periférica de la que se obtuvo ADN y se realizé un analisis genético
empleando un panel de next-generation-sequencing (NGS) que
evaluaba 149 genes previamente relacionados (o candidatos) con
el desarrollo de miocardiopatias hereditarias [Tabla 3.1] incluyendo

los exones y las regiones intronicas flanqueantes.

TABLA 3.1. LISTADO DE GENES INCLUIDOS EN PANEL DE
NGS

Genes analizados

alanyl-tRNA synthetase
AARS2 ABCC9 ATP-binding cassette, sub-

family C (CFTRIMRP),

member 9

Acyl-CoA Dehydrogenase
ACAD9 Acyl-CoA Dehydrogenase | ACADVL Very Long Chain

Family Member 9

ACTA1 Alpha-Actin-1 ACTA2 Alpha-Actin-2

Alpha-Actinin-2
ACTC1 Actin, alpha cardiac muscle | ACTN2

1

Acylglycerol Kinase
AGK AGL Amylo-Alpha-1, 6-

Glucosidase, 4-Alpha-
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Glucanotransferase

Alstrom Syndrome Protein 1

AGPAT2 1-Acylglycerol-3-Phosphate | ALMS1
O-Acyltransferase 2
Cytochrome C Oxidase
ANK2 Ankyrin 2, neuronal COX6B1 Subunit 6B1
Ankyrin Repeat Domain 1 ATP Synthase Mitochondrial
ANKRD1 ATPAF2 F1 Complex Assembly
Factor 2
BCL2 Associated B-Raf Proto-Oncogene,
BAG3 Athanogene 3 BRAF Serine/Threonine Kinase
Seipin Lipid Droplet Calreticulin 3
BSCL2 Biogenesis Associated CALR3
Calsequestrin 2 Caveolin 3
CASQ2 CAV3
Cbl Proto-Oncogene Coenzyme Q2,
CBL Cc0oQ2 Polyprenyltransferase
COX15, Cytochrome C
COX15 Oxidase Assembly Homolog | CRELD1 CRELD1
) Cysteine And Glycine Rich
CRYAB Crystallin Alpha B CSRP3 Protein 3
Cardiotrophin 1 Catenin Alpha 3
CTF1 CTNNA3
Dihydrolipoamide
DES Desmin DLD Dehydrogenase
Dystrophin DnaJ Heat Shock Protein
DMD DNAJC19 Family (Hsp40) Member
c19
Dolichol Kinase Desmocollin 2
DOLK DSC2
DSG2 Desmoglein 2 DSP Desmoplakin
Dystrobrevin Alpha Elastin
DTNA ELN
Emerin EYA Transcriptional
EMD EYA4 Coactivator And
Phosphatase 4
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Fumarylacetoacetate Four And A Half LIM
FAH Hydrolase FHL1 Domains 1
Formin Homology 2 Domain
FHL2 Four And A Half LIM | FHOD3 Containing 3
Domains 2
Fukutin Related Protein Fukutin
FKRP FKTN
Filamin A
FLNA FLNA Filamin C
Glucosidase Alpha, Acid
FOXD4 Forkhead Box D4 GAA
GATA Binding Protein 4 GATA Binding Protein 6
GATA4 GATA6
GATA Zinc Finger Domain G Elongation Factor
GATAD1 Containing 1 GFMA1 Mitochondrial 1
Gap Junction Protein Alpha Gap Junction Protein Alpha
GJA1 1 GJA5 5
Galactosidase Alpha Galactosidase Beta 1
GLA GLB1
N-Acetylglucosamine-1- Glucuronidase Beta
GNPTAB Phosphate Transferase | GUSB
Alpha And Beta Subunits
Hyperpolarization Activated Hemochromatosis
HCN4 Cyclic Nucleotide Gated | HFE
Potassium Channel 4
HRas Proto-Oncogene, Jagged 1
HRAS GTPase JAG1
. Plakoglobin
JPH2 Junctophilin 2 JUP
Potassium  Voltage-Gated Potassium  Voltage-Gated
KCNH2 Channel Subfamily H | KCNJ2 Channel Subfamily J
Member 2 Member 2
KCNJS Potassium  Voltage-Gated | kcNQ1 Potassium  Voltage-Gated
Channel Subfamily J
Member 8 Channel  Subfamily Q
Member 1
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Kruppel Like Factor 10 KRAS Proto-Oncogene,
KLF10 KRAS GTPase

Laminin Subunit Alpha 2 Laminin Subunit Alpha 4
LAMA2 LAMA4

Lysosomal Associated o
LAMP2 Membrane Protein 2 LDB3 LIM Domain Binding 3

Lipoic Acid Synthetase Lamin A/C
LIAS LMNA

Mitogen-Activated  Protein Mitogen-Activated  Protein
MAP2K1 Kinase Kinase 1 MAP2K2 Kinase Kinase 2

Mindbomb  E3  Ubiquitin Malonyl-CoA
MiB1 Protein Ligase 1 MLYCD Decarboxylase

Mitochondrial ribosomal Mitochondrial Ribosomal
MRPL3 protein L3 MRPS22 Protein S22

Mitochondrial TRNA Caveolae Associated
MTO1 Translation Optimization 1 MURC Protein 4

Myosin Binding Protein C, ) )
MYPBC3 | Cardiac MYH11 Myosin Heavy Chain 11
MYH6 Myosin Heavy Chain 6 MYH7 Myosin Heavy Chain 7
MYL2 Myosin Light Chain 2 MYL3 Myosin Light Chain 3

o o Myotilin

MYLK2 Myosin Light Chain Kinase 2 | myoT

Myozenin 2 Myopalladin
MYOZ2 MYPN

Nebulette Nexilin  F-Actin  Binding
NEBL NEXN Protein

NK2 Homeobox 5
NXK2-5 NOTCH1 Translocation-Associated

Notch Protein TAN-1

NRAS Proto-Oncogene, Obscurin Like 1
NRAS GTPase OBSL1

Pyruvate  Dehydrogenase PDZ And LIM Domain 3
PDHA1 E1 Alpha 1 Subunit PDLIM3
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PHKA1 Phosphorylase Kinase | pITx2 Paired Like Homeodomain 2
Regulatory Subunit Alpha 1
Phospholamban
PKP2 Placophilin 2 PLN
Phosphomannomutase 2 PR/SET Domain 16
PMM2 PRDM16
Protein Kinase AMP- Presenilin 1
PRKAG2 Activated Non-Catalytic | PSEN1
Subunit Gamma 2
Presenilin 2 Protein Tyrosine
PSEN2 PTPN11 Phosphatase, Non-
Receptor Type 11
Raf-1 Proto-Oncogene, RNA Binding Motif Protein
RAF1 Serine/Threonine Kinase RBM20 20
Ryanodine Receptor 2 Sodium Voltage-Gated
RYR2 SCN5A Channel Alpha Subunit 5
Sarcoglycan Alpha Sarcoglycan Beta
SGCA SGCB
Sarcoglycan Delta SHOC2, Leucine Rich
SGCD SHOC2 Repeat Scaffold Protein
Solute Carrier Family 22 Solute Carrier Family 25
SLC22A5 Member 5 SLC25A4 Member 4
SMAD Family Member 3 SOS Ras/Rac Guanine
SMAD3 S0S1 Nucleotide Exchange Factor
1
Sprouty Related EVH1 SURF1, Cytochrome C
SPRED1 Domain Containing 1 SURF1 Oxidase Assembly Factor
Tafazzin
TAZ TBX1 T-Box 1
T-Box 20
TBX20 TBX5 T-Box 5
TCAP Titin-Cap TGFp3 Transforming Growth Factor
Beta 3
Transmembrane Protein 43
TMEM43 TMEM70 Transmembrane Protein 70
Thymopoietin Troponin C1, Slow Skeletal
TMPO TNNCA1 And Cardiac Type
. . Troponin T2, Cardiac Type
TNNI3 Troponin I3, Cardiac Type TNNT2
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Tropomyosin 1 Tripartite Motif Containing
TPM1 TRIM63 63
TSEM Ts Translation Elongation | 11N Titin

Factor, Mitochondrial

Transthyretin Thioredoxin Reductase 2
TTR TXNRD2
VCL Vinculin

La preparacion de la muestra se llevoé a cabo utilizando el
SureSelect Target Enrichment Kit de lllumina para el método de
secuenciacion paired end mutiplexed (Agilent) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las regiones de interés fueron
capturadas utilizando una libreria de sondas personalizadas. Las
regiones de baja cobertura de los genes relevantes fueron re-
secuenciadas por el método de Sanger. El analisis bioninformatico
se realizo a través de un pipeline personalizado que incluye software
como NovoAlign, SAMtools, etc. Se afnadié informacién como la
frecuencia en diferentes poblaciones (incluyendo EVS, 1K
genomes, dbSNP, ...), y varias predicciones bioinformaticas. La
patogenicidad de las variantes identificadas se clasificé de acuerdo
con las recomendaciones actuales de la American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) [105].

Tras la identifcacion de la mutacion DES-p.Glu401Asp en el
caso indice, se realizd un estudio genético y clinico en todos los

familiares disponibles para estudio.
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D. Evaluacion funcional

. Analisis histolégico

El paciente 111.21 (Figura 3.3) portador de la variante DES-
p.Glu401Asp fue sometido a un trasplante cardiaco, pudieron
obtenerse muestras de tejido miocardico y ser analizadas a nivel
histolégico. Como control se uso6 tejido miocardico de otro paciente
no portador de la variante y sin evidencia de miocardiopatia y

fallecido por otra causa.

Ambos tejidos fueron fijados durante 24 horas en
formaldehido tamponado al 10%, posteriormente se lavaron y
finalmente se deshidrataron en concentraciones crecientes de
etanol. Posteriormente fueron manipulados con xileno y embebidos
en parafina segun protocolos previamente descritos [106]. Se
emplearon tinciones de hematoxilina-eosina para el analisis
morfolégico sobre secciones de tejido desparafinado de 5 um de
grosor. El tejido conjuntivo o estroma, formado en su mayoria por
fibras de colageno, se analiz6 mediante la tincion picrosirius [107].
La tincion con hematoxilina férrica de Heidenhain se empled para
evaluar la organizacién de las miofibrillas en los cardiomiocitos
[108].

El patron de distribucion de los filamentos intermedios de
desmina se evalué mediante técnicas de inmunohistoquimica
indirecta. Los desmosomas y las uniones intercelulares (discos
interacalares, uniones gap) se identificaron mediante una tincion
inmunohistoquimica de la desmoplaquina, placoglobina y conexina-
43, respectivamente, segun protocolos previos usando un control
[106-109]. Los anticuerpos empleados en los distintos

procedimientos se recogen en la tabla 3.2. Todos los procedimientos
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llevados a cabo simultdneamente bajo

las mismas

condiciones para asegurar la reproducibilidad de los resultados.

TABLA 2.2. ANTICUERPOS EMPLEADOS EN EL ANALISIS
INMUNOHISTOQUIMICO

Anticuerpos

Pretratamiento

Dilucion

Tiempo de incubacion

Referencia

Rabbit monoclonal

anti-desmin, clone Y66

Buffer EDTA pH8

25 min a 95°C.

1:75 PBS+tween20

Durante la noche a 4°C

Abcam:

Cat. No: ab32362

Mouse monoclonal
anti-Desmoplakin,

clone DPI/11 236.23.1

Bulffer citrate pH6

25 min a 95°C.

Listo para usar

1hrit

Acris Antibodies:

Cat.no: AM09122SU-N

Mouse monoclonal

anti-plakoglobin, clone PG 5.1

Buffer citrato pH6

25 min a 95°C.

1:25 PBS+tween20

1hrit

Acris Antibodies:

Cat. no: BM5100

Rabbit polyclonal

Anti-connexin 43/GJA1

Buffer citrato pH6

25 min a 95°C.

1:5000 PBS+tween20

1Th1hrit

Abcam:

Cat. No: ab11370

Immpress anti-mouse IgG

(peroxidasa)

Listo para usar

30 min.

Vector Laboratories

Cat. no.: MP 7402

Immpress anti-rabbit IgG

(peroxidasa)

Listo para usar

30 min.

Vector Laboratories:

Cat. No.: MP-7401
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Il Diferenciacion y cultivo de células
madre mesenquimales derivadas de

tejido adiposo.

Para evaluar el impacto de la mutacion DES-p.Glu401Asp en la
funcién celular, se obtuvieron células madre mesenquimales derivadas
de tejido adiposo subcutaneo (CMTA) mediante la biopsia de tejido
adiposo subcutaneo abdominal de tres miembros de la familia evaluada
en este trabajo [Figuras 3.4 y 3.5]. Se escogi6 a 1 familiar sano y no
portador de la mutacién de la desmina (control sano) y 2 pacientes
portadores de la mutacion. De entre los portadores, uno de ellos
presentaba un fenotipo leve, mientras que el otro presentaba una
expresion clinica mas avanzada de la enfermedad. La obtencion de las
muestras consistié en la extraccion de una biopsia de piel de 5mm de
profundidad y 8mm de diametro de la zona abdominal. La extraccion se
realizd en una sola ocasion, por el personal sanitario cualificado para
dicha tarea. Este procedimiento esta practicamente exento de riesgos.
A continuacion se recoge el protocolo llevado a cabo para la obtencién

de la biopsia de grasa subcutanea abdominal:

Protocolo de obtencion de la biopsia

Se realizara en las condiciones lo mas asépticas posible y
siempre tratando el tejido con el maximo cuidado. Los pasos a seguir

son, de forma resumida, los siguientes:

1. Limpiar la piel a biopsiar con Clorhexidina

2. Colocacioén de pario estéril

3. Aplicacién de anestésico local segun criterio
médico (mupivacaina 2%).

4, Cortar el trozo de piel con un biopsy punch de

8mm. Poner especial cuidado en no perder la el tejido celular
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subcutaneo.

5. Cerrar la herida segun criterio médico
(sutura).

6. Meter la muestra en tubo con medio de

transporte para el envio al investigador.

Base del instrumento

l I Cuchilla cilindrica a introducir

| | Superficie piel paciente

Figura 3.4. Representacion del procedimiento de obtencion de biopsia de tejido graso
subcutaneo abdominal.

Inicialmente las biopsias  fueron fragmentadas
mecanicamente en pequefas porciones y procesadas durante 8
horas en una solucién de 2mg/mL de colagenasa de Clostridium
histolyticum tipo | (Gibco BRL Life Technologies) segun protocolos
previamente descritos [106]. A continuacién, el material fue
centrifugado y las CMTAs fueron seleccionadas y cultivadas en un
medio artificial basal de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Se
trata de un medio que no contine proteinas o agentes que
promocionen el crecimiento. Como suele ser comun, se suplemento
con un 10% de suero fetal bovino (SFB), antibiéticos y antimicoticos
(Sigma-Aldrich). Tras establecer el cultivo celular, las CMTAs fueron
diferenciadas exvivo hacia cardiomiocitos empleando el Gibco
Cardiomyocyte Differentiation Kit (A29212-01, Thermo Fisher
Scientific®), durante 14 dias de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

90



Tesis Doctoral Fco. J. Bermudez Jiménez

Sano Enfermo Enfermo
Fenotipo (-) Fenotipo leve Fenotipo avanzado
Genotipo (-) Genotipo (+) Genotipo (+)
| Obtencién de CMTAS |
Cultivo CMTAs-sano Cultivo CMTAs-fenotipo leve Cultivo CMTAs-fenotipo grave
Cultivo Control Cultivo Control Cultivo Control

N\ | /

Diferenciacion a cardiomiocitos
qRT-PCR

Microscopia de contraste de fases
Microscopia de fluorescencia

Figura 3.5. Esquema que representa el procedimiento de obtencién y
manipulacion de las de células madre mesenquimales de tejido adiposo subcutaneo.
CMTAs: células madre mesenquimales de tejido adiposo subcutaneo; qRT-PCR: reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real.

El patrén de crecimiento y el proceso de diferenciacion de
estas células fue monitorizado continuamente por microscopia de
contraste de fases. Se confirmd la diferenciacion a cardiomiocito
humano mediante el wuso del Human Cardiomyocyte
Immunocytochemistry Kit (A25973, Thermo Fisher Scientific) segun

las instrucciones del fabricante.

Ml Reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa en tiempo
real (QRT-PCR).

La extraccion del ARN total (ARN ribosomal, ARN
transferencia, ARN mensajero, microARNs) es un método por el que
mediante la separacion de polimeros de ARN se obtiene el ARN

como paso previo para estudiar los ARN mensajeros y asi conocer
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la expresion génica en una enfermedad o condicion de interés.

En nuestro caso el ARN total fue obtenido de cada uno de
los diferentes cultivos celulares empleando el kit Qiagen RNeasy
Mini Kit system (Qiagen). Usando el ARN total, se sintetizo el DNA
complementario (ADNc; hebra de ADN de doble cadena que
constituye una secuencia complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado) con un iScript Advanced cDNA
Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories), que requiere 1 ug de cada
RNA.

Se realiz6 la cuantificacion de la expresion de un grupo de
genes que tienen especial relevancia en la diferenciacion y funcion
celular cardiaca [Tabla 3.3]. Para ello se realizdé la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
(gRT-PCR). Por tanto, se usd una placa de 96 pocillos que
contenian oligonucleétidos de estos genes y controles
seleccionados como primers para la realizacion de la gqRT-PCR. La
seleccion de estos genes se fundamentd en dos paneles
previamente disefiados que recogen diferentes genes vya
relacionados con trastornos cardiacos hereditarios: Cardiac
Arrhythmia Next-Generation Sequencing Multi- Gene Panel y Bio-
Rad Arrhythmias Cardiac H96 Panel.

Para cada una de las qRT-PCR se empelaron 2 uL de ADNc,
8 uL de HxO, y 10 pyL de SsoAdvanced Universal SYBR Green
Supermix. El protocolo de la qRT-PCR consistié en 40 ciclos de
amplificacién y una temperatura de alinemiento de 60°C usando un
sistema Bio-Rad CFX Connect-96. Los resultados se corrigieron de
acuerdo con la eficiencia de la reaccién de transcripcion inversa y

se normalizaron a la expresién génica del GAPDH usando el
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software Bio-Rad CFX Manager 3.1.

Cada muestra fue analizada por triplicado (n=18). La
expresion relativa de genes fue calculada para cada gen usando el
valor AACq (CFX Manager 3.1 software, Bio-Rad) comparando cada

cultivo diferenciado respecto a su control no diferenciado.

Usando este método obtenemos el cambio en el incremento
o decremento de la expresion de cada gen en las tres muestras,
analizadas como expresion promedio en células diferenciadas
dividido la expresion promedio en las células no diferenciadas. Los
valores obtenidos del control sin la mutacién se consideraron los
niveles normales para cada gen, mientras que los cambios
obtenidos para las muestras celulares con la mutacién se
compararon con los niveles basales. Finalmente se recogieron
aquellos genes que mostraron un incremento o descenso en su

expresion en al menos el doble respecto a los niveles basales.

TABLA 3.3. GENES EVALUADOS EN LA qRT-PCR

ABCC9 ATP Binding Cassett%Subfamin C Member ACTN1 Actinin Alpha 1
ACTRIA UL L el Al Lo eilien LA Actin Filament Associated Protein 1
el A-Kinase Anchoring Protein 9 ANK2 Ankyrin 2
ATP2A2 ATPa§e Sarcoplasmic/EndopIasmic ATP2B4 ATPase Plasma Me.mbrane Ca2+
Reticulum Ca2+ Transporting 2 Transporting 4
CACNA1C Calcium Voltage-Gated Channel Subunit CACNA1D Calcium Voltage-Gated Channel
Alpha1 C Subunit Alpha1 D
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Calcium Voltage-Gated Channel Subunit Calcium Voltage-Gated Channel
(LS Alphat1 G (L Ao Auxiliary Subunit Alpha2delta 1
CACNB2 Calcium VoItage-thed Channel Auxiliary CALD1 T —
Subunit Beta 2
SR Calmodulin 1 el Calmodulin 2
CALM3 Calmodulin 3 CAV3 Caveolin 3
CCNA1 Cyclin A1 CD36 CD36 Molecule
DES Desmin DSP Desmoplakin
GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphate GJA1 Gap Junction Protein Alpha 1
Dehydrogenase
GJA5 Gap Junction Protein Alpha 5 GPD1L GcheroI-3-Phos;1)hL?|t(<Z Dehydrogenase
HAND2 Heart And Neural Crest Derivatives ITGA2 Integrin Subunit Alpha 2
Expressed 2
ITGA7 Integrin Subunit Alpha 7 JUP Junction Plakoglobin
. Potassium Voltage-Gated Channel
KCNAS5 Potassium Voltage-Gated Channel KCNE1 . .
Subfamily A Member 5 Subfamily E Regulatory Subunit 1
Potassium Voltage-Gated Channel
ViM Vimentin G 2 Subfamily E Regulatory Subunit 2
Potassium Voltage-Gated Channel Potassium Voltage-Gated Channel
KCNE3 Subfamily E Regulatory Subunit 3 KCNH2 Subfamily H Member 2
Potassium Voltage-Gated Channel Potassium Voltage-Gated Channel
KCNJ2 Subfamily J Member 2 KCNJ8 Subfamily J Member 8
KRT18 Keratin 18 KRT8 Keratin 8
LAMA1 Laminin Subunit Alpha 1 LAMA2 Laminin Subunit Alpha 2
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LAMA3 Laminin Subunit Alpha 3 LAMAS Laminin Subunit Alpha 5
LAMB1 Laminin Subunit Beta 1 LAMB3 Laminin Subunit Beta 3
LAMC2 Laminin Subunit Gamma 2 LAMC3 Laminin Subunit Gamma 3
LAMP2 Lysosomal Associated Membrane Protein 2 LMNA Lamin A/C
MST1R Macrophage Stimulating 1 Receptor NKX2-5 NK2 Homeobox 5
NPPA Natriuretic Peptide A NTN1 Netrin 1
Protein Kinase AMP-Activated Non-
PLP1 Proteolipid Protein 1 PRKAG2 Catalytic Subunit Gamma 2
RANGRF RAN Guanine Nucleotide Release Factor SCN1B =i VOIta%eJSu?ﬁi Channel Beta
SCN3B Sodium Voltage-Gated Channel Beta SCN4B Sodium Voltage-Gated Channel Beta
Subunit 3 Subunit 4
SNTA1 Syntrophin Alpha 1 TGFB1 Transforming Growth Factor Beta 1
THY1 Thy-1 Cell Surface Antigen TNF Tumor Necrosis Factor
Transient Receptor Potential Cation
TNNT2 Troponin T2, Cardiac Type TRPM4 Channel Subfamily M Member 4
TUBA1A Tubulin Alpha 1a TUBA3C Tubulin Alpha 3¢
TUBA4A Tubulin Alpha 4a TUBB3 Tubulin Beta 3 Class Il
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V. Plasmidos, cultivo celular y

microscopia confocal.

En trabajos previos se ha descrito la expresién del plasmido
pmRuby-N1-Desmin [110]. Empleando este plasmido se pretendio
realizar una construccion que codificara una proteina de fusién C-
terminal de desmina humana y la proteina de fluorescencia mRuby
que se ha usado en trabajos de microscopia de fluorescencia directa
previamente. Las variantes en DES-p.Glu401Asp y p.Glu401Lys se
introdujeron usando el sistema QuickChange Lightning Site-
Directed Mutagenesis Kit (210518, Agilent Technologies). La
adecuada insercion de estas variantes se confirmé posteriormente

mediante secuenciacién Sanger (Macrogen).

Para el cultivo celular se emplearon cultivos celulares in vitro
de células de carcinoma de suprarrenal humano (linea humana
SW13). Se optd por este tipo de células porque no expresan
desmina endégena ni ningun tipo de filamento intermedio
citoplasmatico. Las células se cultivaron en el medio DMEM (Gibco;
4.5 g/L glucosa, 10% SBF, penicilina y estreptomicina) con una
confluencia del =70% en el cubreobjetos. Posteriormente las células
fueron ftransitoriamente transfectadas con Lipofectamine 2000
(Thermo Fisher Scientific) segun las instrucciones del fabricante.
Tras 24 horas de la transfeccion, las células fueron lavadas con
tampon fosfato salino (PBS) varias veces durante 5 minutos, y
finalmente fueron fijadas con Roti Histofix (Carl Roth). A
continuacion, fueron lavadas de nuevo en PBS y permealizadas
mediante Triton X-100 (0.1% en PBS).

Se us6 una tincion de conjugado de fluoresceina

isothiocianato y faloidina (Sigma-Aldrich) 50 pg/mL durante 40
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minutos a temperatura ambiente segun las instrucciones del
fabricante para identificar a la alfa actina. Las células fueron
depositadas en Mowiol 4-88 (Carl Roth). Para la microscopia
confocal laser se uso el sistema TCS SP8 (Leica Microsystems)
equipado con un objetivo de glicerina HC PL API C52 (63x /1.30),
detectores hibridos y el software Application Suite X. Cada uno de
estos procedimientos sobre cada cultivo celular fue realizado por

triplicado.

E. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé usando el software SPSS
Statistics (version 20, IBM Corp). Todos los datos categoricos fueron
descritos como frecuencias y porcentajes, mientras que las
variables continuas  fueron expresadas como valor
medioxdesviacion estandar para cada una de las medidas. Las
caracteristicas clinicas fueron comparadas usando el test de chi-
cuadrado (x?) test exacto de Fisher en las variables categéricas y la
t de Student o la U de Mann-Whitney para las variables continuas.
Un valor de P de <0.05 se considero estadisticamente significativo.
El analisis de supervivencia fue realizado usando el método de

Kaplan-Meier.
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4. RESULTADOS

Caracterizacion clinica del caso indice

Resultado del estudio genético

Fenotipo de los pacientes portadores de la mutacién
Glu401Asp en DES. Estudio de cosegregacion, supervivencia
y eventos desfavorables.

Caracterizacion tisular mediante resonancia magnética
cardiaca: descripcion de un patron de retencion patologica de
gadolinio especifico.

Analisis funcional: Analisis histologico, Estudio de
células madre mesenquimales y qRT-PCR, y Estudio de
plasmidos y microscopia confocal
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4, RESULTADOS.

Ver ANEXO I.

A. Caracterizacion clinica del caso indice

El paciente indice o probando, un varén de 46 afios de edad
(IV:31, Figura 3.3), fue atendido en la consulta monografica de
cardiopatias hereditarias del Hospital Universitario Virgen de las
Nieves. El probando tenia una historia familiar positiva de MSC en
dos hermanos varones de 31 (1V:29) y 18 afios (IV:26) mientras se
encontraban en reposo y practicando deporte, respectivamente. En
nuestro caso dispusimos del estudio necrépsico del sujeto 1V.29 de

la familia:

- Estudio Macroscopico cardiaco

En esta exploracion se describié la presencia de tejido
fibroso en el epicardio y mesocardio de la pared lateral e inferior del
ventriculo izquierdo y hacia el septo interventricular. Por otra parte,
el ventriculo derecho presentaba una apariencia macroscopica
normal. A pesar de la edad del sujeto, proxima a los 35 afos de
edad, no se identific6 ningun signo de aterosclerosis coronaria

relevante.

- Estudio microscopico cardiaco

A nivel histolégico se pudieron identificar focos de fibrosis
subendocardica en la pared libre del ventriculo derecho, que no
cuentan con relevancia clinica. En cuanto al ventriculo izquierdo, se

identifico tejido fibroadiposo en los estratos subepicardicos y
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mesocardicos. Este tejido se presentaba distribuido dejando
grandes espacios junto a miocitos en distintos estados de
degeneracion. Por otra parte, no se constataron focos de

inflamacion miocardica.

Finalmente, ademas del analisis minucioso del corazon, la
necropsia completa del sujeto no describié hallazgos patologicos
como necrosis atrofia de miofibrillas, sugerentes de miopatia

esquelética.

En conclusion, el estudio postmortem del sujeto V.29,
hermano de nuestro caso indice fue diagndstico de una MCA de

predominio en ventriculo izquierdo.

En el momento de la primera evaluacion, el paciente indice (1V:31)
presentaba disnea de esfuerzo compatible con una clase funcional
de la NYHA grado II/IV. El estudio con ECG de 12 derivaciones
mostré ritmo sinusal a una frecuencia cardiaca normal, bajos
voltajes generalizados, inversion de la onda T en todas las
derivaciones precordiales, y onda Q patolégica en cara lateral
[Figura 4.1].
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I aVR
1I aVL

111 aVF

V4

Figura 4.1. Electrocardiograma del caso indice (IV:31) mostrando ritmo sinusal
a una frecuencia cardiaca normal, intervalo PR normal, QRS estrecho y de bajo voltaje, onda
Q lateral patolégica, una marcada inversion de onda T en todas las derivaciones precordiales,

asi como aplanamiento de la onda t en derivaciones frontales.

En el ecocardiograma y la resonancia magnética cardiaca
del paciente se objetivd una gran dilatacion del tracto de salida de
ventriculo derecho, aneurismatico, y con movimiento disquinético en
sistole. El ventriculo derecho se encontraba muy dilatado (diametro

telediastélico de 55mm; volumen telediastélico indexado por
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superficie corporal 158,4mL/m?). También mostraba alteraciones
regionales a nivel apical (microaneurismas) y pared libre anterior. La
funcion ventricular sistdlica estaba gravemente disminuida (24,7%).
Por otra parte, el ventriculo izquierdo se encontraba ligeramente
dilatado (diametro telediastolico 58mm; volumen tediastélico de
106,6mL/m? ajustado por superficie corporal). También tenia
alteraciones segmentarias de la contractilidad, especialmente en
territorio posterolateral medioapical, donde el miocardio se
encontraba adelgazado. La funcién sistdlica ventricular se
encontraba gravemente reducida (30%). En las secuencias de RPG
se identifico fibrosis a nivel del tracto de salida y pared inferior de
ventriculo derecho, asi como a nivel subepicardico, con una

distribucion circunferencial en ventriculo izquierdo [Figura 4.2].

Estas anomalias justifican el cumplimiento de criterios
mayores estructurales y funcionales para el diagnéstico de MCA

segun los criterios diagnésticos actuales.
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I

Figura 4.2. Resonancia magnética cardiaca del probando (IV:31). En la imagen
superior izquierda se aprecia un plano eje corto biventricular que muestra retencién patoldgica
de gadolinio a nivel subepicardico anular de ventriculo izquierdo. La imagen inferior izquierda
es un plano en 4 camaras donde se aprecia el adelgazamiento miocardico biventricular y
aspecto arrosariado del epicardio. La imagen de la derecha es un plano de 2 camaras de
ventriculo derecho con dilatacion del tracto de salida de ventriculo derecho y microaneurismas
de pared libre a nivel apical.

En el ECG Holter de 24 horas se encontraron mas de 500
extrasistoles ventriculares con morfologia de bloqueo de rama
izquierda y bloqueo de rama derecha, sugiriendo patologia en

ambas camaras cardiacas.

Con la descripcioén clinica previa, inicialmente el paciente
cumple los criterios diagnésticos de MCA, reuniendo 2 criterios
mayores y 2 menores [Tabla 4.1]. En este caso, existe la

peculiaridad de que el hermano es un familiar de segundo grado y
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presentaba datos macroscépicos e histopatoldgicos en la necropsia
de MCA. De forma secuencial se estudio clinicamente a la madre
de ambos sujetos, mostrando en el electrocardiograma la presencia
de una onda épsilon (criterio mayor diagnostico) [Figura 4.3], que
junto a la confirmacion histolégica de la necropsia cumplia también
los criterios diagndsticos de MCA. Por tanto, el paciente indice
(IV.31) ya tenia un familiar de primer grado con el diagnéstico, y por
tanto reune 3 criterios mayores y 1 criterio menor. En este caso
queddé demostrado que la afectaciéon era biventricular con una
aparente evolucion paralela de ambas camaras cardiacas. Tras el
diagnéstico, y basado en el algoritmo de manejo previamente
expuesto, el paciente recibié un desfibrilador automatico implantable
en prevencion primaria de MSC. Tras cuatro afios de seguimiento,
el paciente ha recibido tratamiento médico éptimo de insuficiencia
cardiaca (betabloqueantes, inhibidores de de la neprilisina y la
angiotensina y antagonistas del receptor de mineralcorticoides). Si
bien la funcién sistdlica biventricular no ha mejorado (FEVI 20%;
FEVD 30%), el paciente mantiene una buena clase funcional (II/IV
de la NYHA). También durante el seguimiento ha recibido una

terapia apropiada por taquicardia ventricular sostenida.
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TABLA 4.1. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE LA TASK FORCE
EN EL CASO iNDICE (IV.31)

Criterios Diagnésticos Mayores Menores
Disfuncién y alteraciones | Acinesia o  discinesia
estructurales globales o | regionales del VD o
regionales contraccion  disincronica
del VD vy fraccién de
eyeccion del VD < 40%
Caracterizaciéon del tejido | No disponible No disponible
de la pared
Anomalias de la | Ondas T invertidas en las
repolarizacion derivaciones precordiales
derechas (V1, V2 y V3) o
mas alld en individuos de
edad > 14 afios (en
ausencia de BRDH con
QRS 2 120 ms)
Anomalias de la No disponible
despolarizacion /
conduccion
Arritmias >500 extrasistoles
ventriculares  por  24h
(Holter)

Antecedentes familiares

Historia de ARVD/C
confirmada en un familiar
de primer grado que
cumple criterios
diagndsticos
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Figura 4.3. Electrocardiograma de la paciente Ill.16. Electrocardiograma inicial de la madre del paciente
indice que muestra ritmo sinusal con PR largo, bajos voltajes del complejo QRS y onda epsilon en la porcion
terminal del complejo QRS, especialmente visible en V3 y V4.
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B. Resultados del estudio genético.

La MCA es una entidad genéticamente condicionada que
generalmente presenta un patron de herencia autosdémico
dominante. La identificacién de un una variante patogénica en uno
de los genes reportados como causales de la enfermedad es uno
de los criterios diagnésticos reconocidos por la comunidad
internacional [35]. Los documentos de consenso actuales recogen
la indicacion de la realizacion del estudio genético dirigido en el
probando que reune criterios para el diagnéstico definitivo de MCA
[111]. Dado que la mayoria de genes relacionados con MCA son
aquellos que codifican proteinas desmosomales, inicialmente se
realizé en el probando un estudio Sanger que incluyé DSG2, DSC2,
JUP, PKP2 y DSP. Este primer analisis fue negativo.

Debido a que el rendimiento del estudio genético es limitado
(especialmente la técnica Sanger) la no identificacion de una
mutacion en genes desmosomales no excluye la enfermedad. Por
tanto, se reanaliz6 genéticamente al probando mediante el método
NGS. El resultado del estudio genético mediante NGS en el paciente
indice (IV:31 Figura 3.3) identific6 una mutacion de tipo missense
en heterocigosis en el gen DES (NM_001927.3:c.1203G>C;
NP_01918.3:p. Glu401Asp o p.E401D). Hasta la fecha, esta
mutacién no habia sido reportada en la literatura médica ni tampoco
se encontraba presente en bases de datos publicas como HGMD
(The Human Gene Mutation Database), dbSNP (The Single
Nucleotide Polymorphism Database), NHLBI GO Exome
Sequencing Project, and ClinVar, o Exome Aggregation Consortium
(ExXAC) (31/03/2017) [112-115].

Como se ha comentado previamente, el residuo Glu401
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pertenece a la cuarta alfa hélice (coil 2B, aminoacidos 296-412) del
dominio central rod (aminoacidos 109-412). Se trata de una region
que es esencial para el ensamblaje del filamento de desmina. En el
dominio donde se localiza esta variante se encuentran la mayoria
de las mutaciones conocidas de este gen. Se ha reportado que el
desarrollo temprano y con mayor frecuencia de miocardiopatia se
encuentra asociado con mutaciones en el motivo YRKLLEGEESRI
C-terminal del segmento 2, (aminoacidos 405-416), muy cercano a
donde se localiza esta variante. Existen casos de enfermedad
especialmente severa en portadores de mutaciones en la regiéon C-

terminal del filamento desmina [95].

La valoracion in silico realizada indica que la sustitucion
glu401Asp, NC_000002.11:9.220286241G>C afecta a un residuo
altamente conservado hasta la rana, considerando 10 especies, y
produce el cambio de un aminoacido polar positivo acido (acido
glutamico, GIn; GAG) a otro polar positivo acido (acido aspartico,
Asp; GAC) [Figura 4.4; Tabla 4.2]. Hay pequenas modificaciones en
las propiedades fisico-quimicas, hidrofobicidad y masa [Distancia
Grantham: 45(0-125)].

Ovyerview of Transcript NM_001927.3

Human KMALDVEIATYRKL
Rat KMALDVEIATYRKL
Mouse KMALDVEIATYRKL
Chicken  KMALDVEIATYRKL
y Frog KMALDVEIATYRKL
NN Tetraodon KMALD IEIATYRKL
Zebrafish KMALDVEIATYRKL

g\ Mutation KMALDVDIATYRKL

Figura 4.4. A. Localizacion del residuo 401 en el coil 2B del dominio central rod. B:
Electroferograma de la secuenciacion Sanger de la mutaciéon. C: representacion de la
conservacion del residuo a lo largo de las especies.
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TABLA 4.2. PREDICTORES SOBRE EL EFECTO DE LA

MUTACION

Predictor
SIFT

Polyphen-2
(HumVar)

Polyphen-2
(HumDiv)

Mutation Taster

Prediccion Puntuacion  Version
Perjudicial 0,01 SIFT versiéon 5.1.1

Probablemente

perjudicial

Probablemente

perjudicial

Patogénica 0,9339

SIFT: puntuaciones de 0 a 1. Puntuaciones <0.05 se predicen como “perjudiciales” y todas

las demas como “toleradas”. Polyphen: valores de 0 (benigna) a 1 (perjudicial). Mutacion

Taster: valores de 0 a 1. Probabilidad cercana a 1 indica una mayor seguridad en la

prediccion.
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C. Fenotipo de los pacientes portadores de la
mutacion Glu401Asp en DES. Estudio de
cosegregacion, supervivencia y eventos

desfavorables.

Tras el diagndstico clinico del paciente indice y la unica variante
potencialmente patogénica identificada en el estudio genético
mediante NGS, se realiz6 el estudio familiar en cascada intentando

caracterizar clinica y genéticamente a cada individuo [Figura 3.3].

El estudio de cosegregacion de la variante para correlacionar
el fenotipo y el genotipo demostroé claramente el impacto patogénico
especifico de la mutacion DES-p.Glu401Asp, demostrando
enfermedad miocardica primaria en el 100% de los portadores.
Aunque con una penetrancia del 100%, la expresion clinica es
variable, como es caracteristico de la MCA. En ninguno de los
sujetos no portadores de la variante se consigui6 identificar signos

de enfermedad miocardica [Tabla 4.3]

En total, se secuencié la mutacién en DES-p.Glu401Asp en
66 sujetos de la misma familia. De ellos, 23 individuos eran
portadores de la mutacién y pudieron ser estudiados clinicamente.
Apoyados en el estudio familiar y el arbol genealdgico se
identificaron 7 sujetos como portadores obligados (fallecidos
previamente a la realizacion del estudio) y otros dos sujetos sin
estudio genético disponible pero que, sin embargo, eran victimas de
MSC, de tal forma que fueron considerados como probables
portadores de la mutacion. En total fueron 31 sujetos identificados
como portadores de la mutacion. De los 23 individuos portadores de

la mutacion identificados, 9 cumplian los actuales criterios
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diagnosticos de MCA. La informacion clinica y genética de estos
portadores esta recogida en la tabla 4.4.

TABLA 43. CARACTERISTICAS DE PACIENTES
PORTADORES DE LA MUTACION VS NO PORTADORES. ESTUDIO DE
COSEGREGACION.

Portadores (n=23) No portadores (n=43) | Valor P

Edad, afnos 38,6+£21,5 45,8+17,9 p=0.150
Mujeres, n (%) 13 (56,5) 19 (44,2) p=0.339
Fenotipo de MCA, n (%) 23 (100 %) 0(0 %) p =0.00001
Eventos (n =25) (n=43)

MSC, n (%) 4(16) 0 p = 0.041
TxC, n (%) 2 (8) 0 p=0115
Muerte por IC, n (%) 2(8) 1(2,3) p=0.009
BAV, n (%) 1(4) 1(2,3) p = 0.545
Asintomaticos, n (%) 15 (60) 41 (95,3) p=0.001

(Contintia en la siguiente pagina)
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Electrocardiograma (n=20) (n=42)

Ritmo sinusal, n (%) | 16 (80) 40 (95.2) p=0.079
PR, ms 156,8+33,22 158,8+31,9 p=0.831
QRS, ms 96,9+24,2 83,5+12,4 p =0.007
Onda ¢, n (%) 2(10) 0 p=0.104
10T, n (%) 14 (70) 1(2,4) p = 0.001
Onda S, ms 48,80+17,61 317 p=0.001
Bajo voltajet, n (%) | 12 (60) 4(9,5) p=0.001
Onda Q, n (%) 3(9,1) 0 p =0.008

Bloqueo de rama

No, n (%) 12 (60) 35 (83,3) p = 0.094

Bloqueo 1(5) 2(4,8) p=1
bifascicular, n (%)

BRIHH, n (%) 1(5) 1(2,4) p = 0.545
HBSAI, n (%) 5 (25) 1(2,4) p=0011
HBPI, n (%) 1(5) 0 p=0.323

(Continuacién de tabla 4.3)

Los datos estan expresados como media *desviacion estandard o como valor absoluto y
porcentaje, intervalos electrocardiograficos expresados en milisegundos. BAV= bloqueo
auriculoventricular. MCA= miocardiopatia arritmogénica. IOT=inversion de la onda T. MSC=
muerte subita cardiaca. TxC= trasplante cardiaco. IC= insuficiencia cardiaca. Bloqueo de
rama (BRIHH=bloqueo de rama izquierda del haz de His; HBSAl=hemibloqueo superoanterior
izquierdo; HBPI= hemibloqueo posterior izquierdo). *Inversién de onda T en al menos 3
derivaciones precordiales consecutivas. tBajo voltaje como QRS menor de 5 mm en
derivaciones de los miembros o 10 mm en derivaciones precordiales. n = 19 para onda S,
onda Q y bajos voltajes ya que no es posible valorar en pacientes con estimulaciéon por
dispositivo intracardiaco.
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o Sintomas:

La mayoria de los sujetos se encontraban en asintomaticos en
el momento del diagndstico (15 casos, 60%), mientras que el resto
presento sintomas frecuentes en MCA como palpitaciones (4 casos
— 111.118; 1V.29; V.19; V.24), sintomas de insuficiencia cardiaca (3
casos — I11.21; IV.16; IV.31) y sincope (1 caso — IV.23). Los eventos
como MSC, taquicardia ventricular sostenida o trasplante cardiaco
fueron clasificados como eventos cardiovasculares y no

contabilizados como sintomatologia.

La mayor parte de los portadores identificados lo fueron a
raiz del estudio familiar y se encontraban asintomaticos al
diagnéstico. Esto probablemente guarde relacién con la realizacién
del diagnéstico en una fase precoz de la enfermedad. En
consonancia con esta idea, las palpitaciones fueron el sintoma mas
frecuente en el momento del diagndstico, teniendo estos sujetos una
funcién ventricular normal o ligeramente deprimida. En el caso de 5
pacientes el sintoma de predominante al diagnéstico fue la disnea o
sintomas sugerentes de insuficiencia cardiaca. En estos casos se
pudo objetivar disfuncion ventricular izquierda o biventricular en ese
momento. Dos de estos pacientes tenian el diagnéstico previo de
miocardiopatia dilatada idiopatica. Ningun paciente presenté
episodios sugerentes de miocarditis ni sintomatologia de miopatia

esquelética periférica.

Durante el cribado familiar y la realizaciéon del presente
trabajo se reportd6 una elevada incidencia de eventos

cardiovasculares mayores entre los portadores de la mutacion
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[Figura 4.5].

El evento mas frecuente fue la MSC con cuatro casos
identificados (111.12; 1V.26; IV.29; IV.33). En los tres primeros casos
sucedié a la edad de 33, 18 y 31 afos respectivamente, mientras
que en el cuarto ocurrid con 64 afios. El paciente 11l.12 fallecio
subitamente antes del inicio del estudio y no se disponen informes
médicos previos ni informe necrépsico. Este paciente ha sido
considerado como probable portador de la variante. En el caso de
los pacientes IV.26 y IV.29 se trata de dos hermanos fallecidos
subitamente antes del comienzo de este trabajo y motivo por el que
se inicia el mismo. De ninguno se dispone informacion médica
previa, sin embargo, el sujeto IV.29 si se habia aquejado en dias
previos de palpitaciones falleciendo finalmente en reposo. El estudio
necropsico ya ha sido detallado previamente y era portador obligado
de la mutacioén. Por otra parte, el sujeto V.26 fallecio practicando
deporte, lo que sugiere con fuerza la posibilidad de muerte arritmica
por MCA, a pesar de no disponer de informe necroépsico.
Lamentablemente no se ha podido secuenciar la mutacién en este
sujeto, pero fue considerado como probable portador de la variante.
Finalmente, el cuarto sujeto (IV.33) con MSC fallecié en su hospital
de referencia tras sufrir varios episodios de sincope en las 24h
previas. En este caso el paciente presentaba buena funcion
biventricular y ausencia de taquicardia ventricular no sostenida o
extrasistolia ventricular en el estudio ECG Holter de 24h. Tan solo
es destacable la presencia de RPG. Este ultimo sujeto representa la
dificultad de la adecuada estratificacion de riesgo, asi como la

presencia de eventos arritmicos en ausencia de cardiopatia
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avanzada.

La muerte por insuficiencia cardiaca (sujetos I11.10 y IV.23) y
la necesidad de trasplante cardiaco también fue notablemente
frecuente (sujetos IV.23 y IIl.21). El individuo 11I.10 fallecié por
insuficiencia cardiaca avanzada con 41 afios de edad décadas atras
segun registros médicos antiguos, aunque lamentablemente no se
disponen de datos derivados de pruebas complementarias. El sujeto
IV. 23 debutdé la enfermedad con sincope que mas tarde se
documentaria la presencia de taquicardia ventricular monomorfa
sostenida con imagen de bloqueo de rama derecha. Inicialmente fue
diagnosticado de miocardiopatia dilatada idiopatica. Finalmente
requirié un trasplante cardiaco y falleceria en el postoperatorio de la
misma intervencion a la edad de 41 afos. Por otra parte, el paciente
I11.21, también diagnosticado previamente de miocardiopatia
dilatada idiopatica requirid un trasplante cardiaco a la edad de 61
afios de edad. Ambos pacientes han sido diagnosticados a posteriori
de MCA.

Un sujeto (I11.18) presentd a la edad de 84 afos un bloqueo
auriculoventricular completo, atribuido a enfermedad degenerativa
del sistema especifico de conducciéon mas alla de la asociacién de
las desminopatias con trastornos de la  conduccion

auriculoventricular.

Finalmente, durante el seguimiento se han implantado hasta
5 desfibriladores automaticos en prevencion primaria de MSC,
habiéndose registrado hasta 3 episodios de taquicardia ventricular
adecuadamente tratados (V.19, V.30 y IV.31) [Figura 4.5].

En conclusion, toda esta informacion es concordante con los
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sintomas y forma de presentacion clasica de la MCA con arritmias
ventriculares y MSC a edades tempranas incluso como primer
sintoma de la enfermedad, y desarrollo de disfuncién sistélica

ventricular en casos de mayor evolucién de la enfermedad.
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Eventos Inversion

. TSM Afect. RPG Arritmias o .
Sintomas cv ondaT FEVI ‘ Vi ‘ VD ‘ Vi ventriculares Criterios M/m Comentarios
I1:3 nd | M PO n/d n/d n/d n/d n/d nd | nid | nd | nid n/d n/d n/d 0/ ]
TFesisPDectoral Feo- Berr%dezj meéne
11:6 n/d \ PO n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d .
Posible
I1:8 41 v PO n/d IC n/d n/d n/d nd | nid | nd | nid n/d n/d n/d 10
Posible
111:9 49 v PO n/d IC n/d n/d n/d nd | nid | nd | nid n/d n/d n/d 1/0 Posible
111:10 41 M PO n/d Ic n/d n/d n/d nd | nid | nd | nid n/d n/d n/d 1/0 Muerte por insuficiencia
Posible cardiaca
M:12 33 v PP n/d MSC | nid n/d n/d nd | nid | nd | nid n/d n/d n/d 1/0
Posible
_ .,. VAV : : : TUNS 172
1:14 72 M P Asintomatico IC 53 No Inferior Si 48 43 Si No Si 970 EV Definitivo
M:16 nd | M PO n/d n/d n/d n/d nd | nd | nd | i n/d n/d n/d 1/0
Posible
:18 84 \% P Palpitaciones BAV n/d No No No 50 55 Si No n/d n/d 0/1 Marcapaso
11121 66 v P Disnea IC n/d No V1-V6 No | nmd | md | nid n/d n/d TVNS 2/1
TxC Inferior Definitivo
IV:7 41 M P Asintomatico 93 No No No | 42 | 55 No No si 1868 EV 0/1
IV:10 55 M P Asintomatico 103 No No si 54 | 48 si No si 8455 EV 0/1
IV:13 57 M P Asintomatico 88 No Va-vé si 46 | 55 si No n/d 5852 EV 072
Inferior Posible
IV:16 61 v P Disnea Ic 95 No No No | 60 | 30 si si si 479 BV 171 CRT-D
Borderline
X . IC . . TVS 2/1 Muerte por insuficiencia
Iv:23 41 v P Sincope A 76 No VA-V2 No | 70 | 30 si si n/d s Ty A, 0T nsu
1V:26 18 \% PP n/d MSC n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d De?ir/ﬂ?ivo Fallecido en ejercicio
1V:29 31 \% PO Palpitaciones MSC n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d P;s/igle Fallecido en reposo
V:31* | 47 v P Disnea Ic 59 No V1-V6 Si 61 | 30 si si si 1283 Ev 3/1 DAl, Descarga
Inferior TVS Definitivo apropiada
193 EV 0/1 Fallecido en reposo
Iv:33 63 v P Asintomatico MSC | 112 No No No | 55 | 52 si No si (64a)
IV:40 44 M P Asintomético 110 No No Si 49 | 57 si No si 342 EV P; S’ igle
Vid 31 M P Asintomatico 65 No V1-VS si 50 | 54 si No si 421 EV 170
Inferior Posible
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V:13 34 M P Asintomatico 41 No V4'\./6 Si 54 49 Si No n/d 1392 EV 1 1.
Inferior Borderline
V:16 11 M P Asintomatico 67 No V1-V4 No 47 65 No No n/d 74 EV No aplicable
V:17 7 Vv P Asintomatico 180 No No No 41 65 No No n/d OEV No aplicable
V:19 21 M P Palpitaciones IC 86 No V1-v6 Si 48 | 37 Si Si Si 5293 VE 371 Descarga apropiada,
Inferior Definitivo DAl
. . - . V5-V6 . . . TVNS 0/2
V:10 25 M P Asintomatico 105 Si l-aVL Si 49 39 Si No Si 2866 EV Posible
Vv:24 3 | v Palpitaciones 150 No V2-V6 Si 62 | 50 Si No Si 2318 EV 11
Inferior Borderline
. . - V1-V6 . . . 1/2
V:27 26 M Asintomatico 55 No . Si 52 40 Si Si No 3216 EV -
Inferior Definitivo
. i . V4-V6 . 2/1
V:29 21 M P Asintomatico 84 Si . No 52 43 Si No No TVNS - DAlsc
Inferior Definitivo
V:30 14 | M P Asintomético 59 No V4-6 No | 53 | 40 Si No Si TUNS 2/1 DAlsc, Descarga
Inferior Definitivo apropiada
VI:1 13 Vv P Asintomatico 103 No V1-V4 Si 58 51 No No Si 3985 EV No aplicable

Table 4.4. Caracteristicas clinicas de los portadores de la variante DES-p.Glu401Asp. * = probando. Caso=identificacion individual en funcién de su posicién en pedigri. Gen estatus:
genotipo (PO= portador obligado de la mutacion; PP= probable portador de la mutacion; P=portador de la mutacién). Edad dco.= edad al diagndstico (afios). Sexo: V= varén; M= mujer. Descarga
apropiada: descarga apropiada del DAI. Eventos CV= eventos cardiovasculares (IC=insuficiencia cardiaca avanzada; BAV=bloqueo auriculoventricular; TxC= trasplante cardiaco; MSC= muerte subita
cardiaca). CK= niveles en plasma de creatin-kinasa (mg/dl). Criterios (Mayores/menores): estatus diagndstico segun los criterios diagndsticos para miocardiopatia arritmogénica (Arrhythmogenic Right
Ventricular Cardiomyopathy/Dysplasia Task Force criteria); CRT-D= terapia de resinconizacién cardiaca-desfibrilador. DAI= desfibrilador automatico implantable. DAIsc= desfibrilador automatico
subcutaneo. RPG= presencia de retencion patolégica de gadolinio en resonancia magnética cardiaca. Bajo voltaje= baja amplitud del QRS en las derivaciones de miembros. VI= ventriculo izquierdo,
DDVI=diametro telediastdlico de ventriculo izquierdo. FEVI: fracciéon de eyeccion de ventriculo izquierdo. TSMVI= trastornos segmentarios de la contractilidad de ventriculo izquierdo. Afect. VD=
afectacion de ventriculo derecho (acinesia, discinesia, aneurisma, dilatacion, disfuncion sistélica). Arritmias ventriculares (EV=extrasistoles ventriculares en Holter de 24horas; TVNS= taquicardia
ventricular no sostenida; TV: taquicardia ventricular). n/d= informacién no disponible.
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Figura 4.5. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en portadores de la mutacion DES-p.Glu401Asp. A: la curva es similar a otras mutaciones missense en DES (informacion
obtenida del baoratorio de genética de HealthinCode y de la literatura cientirica incluyendo 284 pacientes con mutaciones en DES). A la derecha se representan todos los eventos cardiovasculares
en funcién de la edad en pacientes portadores de la mutacion, todos los pacientes con mutaciones missense y todos los pacientes con mutaciones en el extremo C-terminal. A destacar la alta
incidencia de muerte subita cardiaca a edades tempranas en portadores de la mutacion Glu401Asp en comparacion con otros pacientes con mutaciones en DES. B: Se aprecia un peor prondstico en
varones en comparacion con mujeres, de forma semejante a lo que se aprecia en otras mutaciones missense. Destaca la baja incidencia de eventos entre las mujeres menores de 50 afios.
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o Pruebas Complementarias:

- Electrocardiograma: el ECG mostré alteraciones en el 97% de los portadores de

los que se disponia para estudio, siendo el hallazgo electrocardiografico mas
frecuentemente identificado la inversion de la onda T en al menos tres derivaciones
consecutivas (14 casos) [Figura 4.6]. La inversion de la onda T fue especialmente
frecuente en derivaciones inferiores (ll, Ill, aVF) y derivaciones anterolaterales
precordiales (V2-V6). Otro hallazgo significativo fue la presencia de bajo voltaje del
complejo QRS, definido como menos de 5mm en derivaciones de miembros y de 10mm

en derivaciones precordiales.

25mm/s 10mm/mV. 40Hz 80.1 12SL.239  CID: 1

Figura 4.6. Electrocardiograma del sujeto V.19. Trazado caracteristico que muestra bradicardia
sinusal con bajos voltajes generalizados, especialmente en derivaciones de miembros, e inversion de la onda
T generalizada. El QRS empastado con trastorno inespecifico de la conduccién intraventricular. Primer latido
estimulado por desfibrilador automatico implantable.
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Como mencionamos previamente, los trastornos de Ila conduccion
auriculoventricular son especialmente frecuentes entre los pacientes con desminopatia,
sin embargo, tan solo se identificé un paciente con bloqueo auriculoventricular completo
con 84 afos, pudiendo guardar relacion con un proceso degenerativo natural. No se
objetivd una prolongacion significativa del intervalo PR en general, aunque si eran
frecuentes los trastornos inespecificos de la conduccion intraventricular. Respecto a los
sujetos menores de 14 afos (7, 11 y 13 afos de edad), en el ECG mostraron una
inversion de la onda T mas alla de V3 y uno de ellos (VI.1) también presentaba bajos
voltajes en derivaciones de miembros. Curiosamente este sujeto presentaba también

RPG en la pared inferior de ventriculo izquierdo en la resonancia magnética cardiaca.

- ECG Holter de 24 horas: como es habitual en pacientes con MCA, el hallazgo

principal fue una elevada incidencia de taquicardias ventriculares no sostenidas (32%
de los portadores) asi como una elevada incidencia de extrasistolia ventricular
(2836.2+2677.7) hasta en el 23% de los portadores.

- Ecocardiograma y Resonancia Magnética Cardiaca: los estudios de imagen

mostraron una afectacion predominante de ventriculo izquierdo. En este sentido, en el
ecocardiograma, se identificaron hasta en 5 pacientes alteraciones estructurales y
funcionales del ventriculo derecho (4 pacientes con dilatacion ventricular y reduccion de
la FEVD (TAPSE 15+2.4 mm), y 1 paciente con trastornos segmentarios de la
contractilidad). Estos pacientes también presentaban una FEVI gravemente reducida. ).
El valor medio del tracto de salida de ventriculo derecho fue de 30,2 + 9,3 mm,
parametros considerados dentro de la normalidad. Curiosamente, fueron caracteristicas
las alteraciones segmentarias de la contractilidad en el ventriculo izquierdo,
especialmente en la regién medio-apical de la pared inferolateral (14 pacientes). En
general, la FEVI se encontré preservada o ligeramente reducida (46+£8.2%) y el diametro
ventricular izquierdo se encontraba dentro de los valores normales ajustados por
superficie corporal (51.52+5.87 mm) [Tabla 4.5]. En ningun paciente se identificaron

valvulopatias significativas que requirieran intervencion quirdrgica o percutanea.

Por otro lado, la RM cardiaca de los portadores de la variante en desmina, confirmé
la afectacion ventricular derecha en los 5 pacientes previamente identificados mediante
ecocardiografia, y afadio la identificacion de aneurismas de pared libre y tracto de salida
de ventriculo derecho en todos ellos. La FEVD media de los portadores de la mutacion
fue de 51.3£10.5%. El volumen telediastdlico indexado por superficie corporal fue de

85,2437.7 mL/m?, tan solo un 5% por encima del volumen predicho para esta poblacion
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segun superficie corporal. Tanto los volimenes como la FEVD no alcanzaron los valores
requeridos para apoyar el diagnostico de MCA. En cuanto al ventriculo izquierdo, en
todos los pacientes se objetivaron datos de afectacion de ventriculo izquierdo. La FEVI
media fue de 46.6+9.5% y el volumen telediastolico indexado por superficie corporal fue
98+23.6 mL/m2 Hubo un incremento del 17,4+20% del volumen telediastdlico de
ventriculo izquierdo respecto al volumen predicho por superficie corporal para esta
poblacién. En 3 pacientes se obetivo la presencia de aneurismas en pared inferolateral
de ventriculo izquierdo. En cuanto a las secuencias de RPG, se identifico dicho RPG
en 16 pacientes. Caracteristicamente se objetivd una RPG extensa con un patréon
subepicardico circunferencial en ventriculo izquierdo, presente en la mayoria de ellos.
En otros casos la distribuciéon fue subepicardica medioapical lateral o inferolateral. En

dos casos se identifico realce tardio de gadolinio en ventriculo derecho [Figura 4.7].

TABLA 4.5. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES EN ECOCARDIOGRAFIA
TRANSTORACICA ENTRE LOS PORTADORES.

Ecocardiograma

FEVI (%) 45,9418,19

DTDVI (mm) 51,52+ 5,87

Alteraciones segmentarias de la contractilidad en 14 (60.86)

VI, n (%)

TSVD (mm) 30,2+9,3
TAPSE (mm) 15+2.4
Afectacion de VD, n (%) 5(21.7)

Valores expresados como mediatdesviacion estandar 6 valores absolutos y porcentaje. FEVI=fracciéon de
eyeccion de ventriculo izquierdo. DTDVI=diametro telediastdlico de ventriculo izquierdo. VI=ventriculo

izquierdo. TSVD=tracto de salida de ventriculo derecho. VD=ventriculo derecho.
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Figura 4.7. Hallazgos estructurales en resonancia magnética cardiaca en portadores. A. Tres camaras de ventriculo
izquierdo con retencion patoldgica de gadolinio subepicardica septal e inferolateral. B. Mismo patrén de retencion en
plano de 4 camaras. C. Eje corto con patrén de realce subepicardico anular. D. Eje corto con referencia a zona
medioapical inferolateral.
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D. CARACTERIZACION TISULAR MEDIANTE RESONANCIA MAGNETICA
CARDIACA: DESCRIPCION DE UN PATRON DE RETENCION PATOLOGICA DE
GADOLINIO ESPECIFICO.

Como se ha expuesto previamente, todos los pacientes portadores de la variante
en DES p.Glu401Asp mostraron signos de afectacion ventricular izquierda
predominante en las pruebas de imagen cardiovascular. Ademas, se pudo objetivar en
todos los pacientes la presencia de fibrosis miocardica mediante secuencias de RPG.
En estas secuencias fue llamativo la distribucion frecuente de la RPG en el epicardio de
ventriculo izquierdo de forma circunferencial o anular.

Tomando como grupo control una muestra de 47 pacientes con MCA, se
compararon las caracteristicas del RPG en RM de estos pacientes respecto a los
portadores de la variante p.Glu401Asp en DES diagnosticados de MCA, pertenecientes
a esta familia y en los que se pudo realizar la RM (n=16).

De este grupo control, en 13 pacientes se identifico una mutacién considerada
patogénica en alguno de los genes desmosomales, en 10 pacientes se identificaron
variantes en genes no desmosomales (FLNC, LMNA, TGFS3 y TMEMA43) y en 8

pacientes el estudio genético no obtuvo ninguna variante patogénica.

En 44 pacientes se realizaron secuencias de RPG, haciéndose patente en 38 de
ellos (84.1%). La afectacion del ventriculo izquierdo estuvo presente en el 100% de los
casos, ya que la RPG tuvo una distribucion biventricular en el 52.6% de ellos, siendo el
resto fue de afectacion exclusiva en ventriculo izquierdo. La distribucion mas frecuente
fue el subepicardio ventricular (94.4%), especialmente a nivel de los segmentos

medioapicales de la pared inferolateral de ventriculo izquierdo.

Entre los portadores de la variantes en DES-p.Glu401Asp se identificaron
alteraciones segmentarias de la contractilidad en 14 casos, todas a nivel de los
segmentos medioapicales de la pared inferolateral de ventriculo izquierdo. La RPG
estuvo presente en el 100% de los portadores, y por tanto, esto esta en linea con que
la infiltracion fibroadiposa del miocardio ventricular esta presente antes de que puedan
objetivarse trastornos estructurales mediante ecocardiografia o RM sin secuencias de
RPG. Respecto a la caracterizacion de la fibrosis ventricular, la mas frecuente fue la
presentacion con un patrén de RPG circunferencial en el subepicardio del ventriculo
izquierdo (12 casos; 92.3%; p=0.008). En el resto de casos se identificd una RPG a nivel
subepicardico inferolateral. Este patréon, aunque caracteristico en los portadores de la
variante p.Glu401Asp, también se objetivd en 1 portador de una variante patogénica en
FLNC, 3 portadores de variantes en DSP y 1 con 2 variantes en homocigosis en DSG-
2. Entre la poblacion control fue mas frecuente la RPG a nivel subepicardico inferolateral

0 mesocardico septal [Figura 4.8].

126



Tesis Doctoral Fco. J. Bermudez Jiménez

Figura 4.8. Patrones de retencion patologica de gadolinio identificados en resonancia magnética. A-B)

Plano 4 camaras y eje corto del paciente V.30 donde resalta la RPG subepicardica circunferencial alrededor de ventriculo
izquierdo. C) Plano eje corto de paciente con variante en DSP y RPG subepicardica y mesocardica en pared anterolateral
de ventriculo izquierdo. D) Eje corto de paciente portador de variante en FLNC con RPG subepicardico en pared

inferolateral de ventriculo izquierdo.
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E. Analisis Funcional

. Estudio histolégico.

El analisis histologico del miocardio del sujeto 111.21, sometido a trasplante
cardiaco debido a la progresiva evolucion a insuficiencia cardiaca refractaria mostro

diferencias significativas respecto al miocardio control.

La tincion de pricrosirius sobre el tejido miocardico control mostré una
configuracion tipica de los cardiomiocitos normales, con forma cilindrica y ramificados,
un unico nucleo central, un sarcoplasma denso y fuertemente tefiido, asi como multiples

discos intercalares entre células adyacentes [Figura 4.9].

PICROSIRIUS HEIDENHAIN'S HEMATOXYLIN

HEALTHY
CONTROL

E401D

E401D PICROSIRIUS
DEGENERATIVE CHANGES

Figura 4.9. Analisis histologico del tejido cardiaco del sujeto 111.21. A. Comparacién entre el tejido control
(Healthy Control) y el tejido del portador de la variante en DES-pGlu401Asp. Tinciones de pricrosirius y de hematoxilina
de Heidenhain Respecto al control, el tejido del portador tiene menos discos intercalares y mayores espacios
perinucleares.B. imagenes representativas de la reaccion fibroadiposa (A.d.T.) y la degeneracién de cardiomiocitos (*)
en la tincién de pricrosirius y con microscopia polarizada. Barra de escala = 100um.

Por otra parte, en el tejido cardiaco perteneciente al paciente 1l11.21 se podian
identificar zonas miocardicas degenerativas junto a zonas mas preservadas. Los

hallazgos degenerativos estaban principalmente asociados al estrato subepicardico del
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miocardio, donde la tincion de pricrosiruis mostré un incremento de la desorganizacion
de las fibras de colageno, la infiltracion de tejido adiposo y grupos de cardiomiocitos con
cambios degenerativos. Sin embargo, estos hallazgos no se acompafaban de reacciéon
inflamatoria. En las zonas de miocardio preservado los hallazgos eran superponibles al
miocardio control, sin embargo, el grosor de las células era irregular y los espacios
perinucleares se encontraban aumentados con un nudcleo relativamente normal.
Curiosamente, el sarcoplasma de estas células se tefiia débilmente, con aparentemente
menos discos intercalares que el tejido control. Ademas, la tincion de hematoxilina de
Heidenhain, que tifie especialmente las miofibrillas, confirmd la presencia de menos
miofibrillas contractiles en el portador de la variante. Las miofibrillas eran menos

abundantes, peor organizadas y menos compactas.

El analisis inmunohistoquimico de la desmina mostré una distribucion
homogénea e intensa de la tincién por el sarcoplasma de ambos tejidos, aunque mas
llamativa en el tejido control. Ademas, no se objetivaron agregados citoplasmaticos de

desmina [Figura 4.10].

Paralelamente se analizaron algunas de las proteinas mas importantes de la
union celular a nivel de los discos intercalares: desmoplaquina, placoglobina y conexina-
43. Todas se objetivaron en ambos tejidos cardiacos, confirmando la presencia de estas
estructuras de unién celular. Sin embargo, la desmoplaquina y la placoglobina se
encontraban débilmente tefidos en el tejido miocardico del sujeto 111.21, en comparacion
con el control. La intensidad de sefial y distribucion de la conexina-43 era semejante en

ambos tejidos, como previamente ha sido reportado para la variante DES-p.A120D [93].
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DESMIN DESMOPLAKIN PLAKOGLOBIN CONNEXIN 43

Figura 4.10. Andlisis histologico del tejido cardiaco del sujeto 11l.21. Analisis inmunohistoquimico de desmina y los complejos de unién
celulares. Las reacciones positivas se muestran en marrén. Barra de escala = 100pm.
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Il. Estudio de células madre mesenquimales y qRT-PCR.

Las CMTAs obtenidas de las biopsias de tejido graso subcutaneo abdominal de
tres miembros distintos de la familia fueron cultivadas de forma independiente. En cada
uno de los cultivos las células fueron capaces de crecer y proliferar ex vivo bajo

condiciones estandar de cultivo [Figura 4.11].
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Figura 4.11. Analisis de la diferenciacion de cmtas. Ex vivo adherencia y patrén de crecimiento de las
CMTAs aisladas de los tres miembros de la familia estudiados analizadas mediante microscopia de contraste de fases,
tincion de hematoxilina y eosina, y microscopia de fluorescencia. Se puede observar la morfologia tipica elongada y en
forma de huso de las células correspondientes al sujeto control y al portador con fenotipo leve, y el patrén reticular
mostrado en el caso del sujeto portador con fenotipo grave, dejando grandes espacios de la superficie de cultivo sin
cubrir (flechas). Barra de escala =200 um. CMTAs= células mesenquimales de tejido adiposo.

Las CMTAs del cultivo derivado del paciente control (fenotipo negativo, genotipo
negativo) mostraron un crecimiento y morfologia caracteristica de las células
mesenquimales, siendo células alargadas, aplanadas y en forma de huso. Como es
propio de las células mesenquimales y era esperable, el crecimiento de las células fue
confluente logrando cubrir por completo la superficie del matraz de cultivo. De forma
similar al caso control, las CMTAs procedentes del paciente portador de la variante y
fenotipo leve mostraron un crecimiento con una morfologia y patron semejante. Sin
embargo, este crecimiento y proliferacion era marcadamente mas lento. Por otro lado,
las CMTAs del paciente con fenotipo grave y portador de la variante (IV.31) crecieron
mas lento que en los otros dos casos. Aunque presentaban una forma clasica
mesenquimal, su patron de crecimiento era muy diferente. De hecho, presentaron una

gran dificultad para adherirse a la superficie del cultivo, derivando un patrén reticular de
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células con adhesiones entre ellas mas que a la superficie de cultivo.

Cuando las CMTAs fueron diferenciadas en cardiomiocitos, algunas células
pudieron ser observadas adquiriendo una morfologia tipica de cardiomiocito, aunque
este porcentaje fue bajo. Las células diferenciadas estaban caracterizadas por un
citoplasma grueso y un citoesqueleto bien organizado [Figura 4.12]. La diferenciacion
fue confirmada mediante inmunofluorescencia del marcador cardiaco TNNTZ2, presente

en la gran mayoria de las células.

Figura 4.12. CMTAs diferenciadas hacia cardiomiocitos. En el panel de imagenes superior se ha empleado
microscopia de contraste de fases en las CMTAs no diferenciadas (A) y en diferenciadas (B y C). En el panel inferior se
muestra la inmunofluorescencia del marcador TNNT2 en CMTAs no diferenciadas (D) y diferenciadas (E).

Sobre este grupo celular se realizé6 un analisis de qRT-PCR. Este analisis
demostrd que la expresion del gen DES estaba incrementada mas de 23 veces en las
células diferenciadas en el caso control. Sin embargo, este incremento de expresién no
se objetivd en la diferenciacion de las células procedentes de los portadores de la
variante DES-p.Glu401Asp [Figura 4.13].
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Figura 4.13. Heatmap con el andlisis cuantitativo de la
expresion génica. Analisis cuantitativo del ARN expresado los
patrones de expresion génica tras la diferenciacion a
cardiomiocitos entre los dos portadores de la variante en desmina
y el paciente control. En rojo se expresa la expresion mas bajay en

verde la mas alta.
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lll. Estudio de plasmidos y microscopia confocal.

Ya es conocido el importante rol de mutaciones en desmina en la formacion de
filamentos intermedios in vitro [116], de forma que con el estudio de plasmidos se

propone comprobar si este escenario también es aplicable a la mutacion p.Glu401Asp.

Para ello se han empleado la transfeccion de la variante en células SW13,
incapaces de sintetizar filamentos intermedios enddgenos. El resultado de este analisis
confirmo que tanto la variante p.Glu401Asp como la variante p.Glu401Lys (previamente
reportada en la literatura [95]) alteraban la estructura de los filamentos intermedios en
las células transfectadas. Ambas mutaciones condujeron a la aparicion de agregados
citoplasmaticos de desmina, mientras que la célula control con desmina wild-type formo

filamentos intermedios normales [Figura 4.14].

Desmin-WT Desmin-p.E401D Desmin-p.E401K

.-

Figura 4.14. Localizacion de la desmina en las células sw13 transfectadas. Es
llamativo como las células transfectadas con la variante p.Glu401Asp y la variante p.Glu401Lys
forman agregados citoplasmaticos de desmina (flechas blancas) mientras que la forma wild-type
(WT) forma filamentos intermedios de diferente forma y tamafo. En verde tinciéon de conjugado
de fluoresceina isothiocianato y faloidina y en rojo la desmina. Barra de escala =20 pm.
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5. DISCUSION
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5. DISCUSION

La MCA se ha considerado clasicamente una enfermedad “desmosomal’ debido
a que los genes mas frecuentemente afectados en esta entidad y relacionados con la
forma clasica, son aquellos que codifican las proteinas del desmosoma cardiaco. Sin
embargo, con el desarrollo de técnicas de analisis genético como la NGS otros muchos
genes no desmosomales han sido descritos en relacion con el desarrollo de MCA:
TMEMA43 [19], TGFp3[18], PLN [20]y DES [22]entre otros.

De forma paralela al descubrimiento de nuevas bases genéticas de la
enfermedad, se ha ido conociendo que se trata de un trastorno con afectacion
predominante biventricular y, en ocasiones, de ventriculo izquierdo exclusivamente,
lejos de ser un proceso aislado del ventriculo derecho. Es conocida la frecuente relacion
de la afectacién ventricular izquierda, MSC y variantes patogénicas en DSP [13]. Esta
ampliacion del rango fenotipico de la enfermedad, asi como su expresividad clinica y
penetrancia variables, conduce a que en muchas ocasiones el diagnéstico sea un reto
clinico debido al solapamiento fenotipico con otras entidades, como la miocardiopatia
dilatada. Ademas, sabemos que también existe una considerable heterogeneidad
genética, de forma que diferentes mutaciones dentro del mismo gen pueden conducir al
desarrollo de distintas miocardiopatias. Debido a la heterogeneidad fenotipica de las
miocardiopatias, incluyendo fases subclinicas, la correcta evaluacion tras la MSC de
una persona joven siempre debe incluir la realizacién de una autopsia lo mas exhaustiva
posible siguiendo protocolos especificos, ya que el conocimiento de la causa puede

tener una gran trascendencia, como en nuestro estudio.

Como ya se ha comentado previamente, las mutaciones en DES se han
relacionado con frecuencia con fenotipos cardiacos como la miocardiopatia dilatada o
la miocardiopatia restrictiva, el desarrollo de bloqueo auriculoventricular, y miopatia
esquelética periférica [117]. En la mayor parte de trabajos que describen la asociacion
de mutaciones en DES con el desarrollo de MCA se describen casos aislados, familias
pequefias con dificultad para demostrar la cosegregacién o con ausencia de informacion

clinica o funcional exhaustiva [83-88].

Este trabajo muestra evidencia soélida de la patogenicidad de la mutacién novel
DES-.pGlu401Asp como responsable del desarrollo de MCA biventricular con
predominio del ventriculo izquierdo, sin alteraciones de la conduccion auriculoventricular
ni afectacion del sistema muscular esquelético. Hasta donde sabemos, se trata de la

familia mas extensa estudiada con una mutacion en DES. El estudio familiar muestra de
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forma robusta la cosegregacion entre el fenotipo y el genotipo, hallandose en aquellos
sujetos portadores datos de enfermedad, permaneciendo los no portadores sin trazos
eléctricos o estructurales de este trastorno miocardico. Esta es informacién relevante
para la validacién de una variante como patogénica. Ademas, se trata de la primera
descripcion sélida de una desminopatia presentandose en forma clinica de MCA, ya que
los datos previos se limitaban a casos aislados [90-94] y sin estudio funcional. En
nuestro caso, ademas de la mencionada robustez clincia de los datos, se complementan
los hallazgos con un interesante estudio funcional que postula la via patogénica para

explicar este infrecuente fenotipo debido a una mutacién en DES.

Las variantes genéticas que derivan en el truncamiento de la proteina con
frecuencia se asocian con un efecto deletéreo sobre la funcion de la misma, y por tanto,
generalmente son consideradas patogénicas. Sin embargo, las mutaciones missense
entrafian mayor dificultad en su interpretacion, estando muchas veces presentes en
poblacién control [118]. La variante DES-p.Glu401Asp, identificada en el caso indice y
familiares con MCA, no se encuentra presente en controles sanos y tampoco esta
reportada en bases de datos publicas como ClinVar o EXAC. Dada su frecuencia
poblacional podemos clasificarla como una mutacién. Esta variante recae sobre el
segmento 2B del dominio central o rod domain, una region altamente conservada en la
evolucion y zona donde se han descrito la mayoria de las variantes hasta la fecha [119].
Ademas estudios in silico realizados en esta variante pronostican un efecto deletéreo
en la proteina. Esta informacion recogida gracias al analisis poblacional y bioinformatico

de la mutacién apoya la patogenicidad de la misma.

El perfil clinico del paciente portador de la variante p.Glu401Asp en DES muestra
una afectacion biventricular con predominio del ventriculo izquierdo o una forma casi
exlusiva de ventriculo izquierdo. Esto se justifica en la identificacion de hallazgos en las
pruebas complementarias, especialmente la RM, de afectacién del ventriculo izquierdo
(alteraciones segmentarias de la contractilidad, RPG de gadolinio) con camaras
derechas normales. Esto sugiere una afectacion mas temprana de las camaras
izquierdas. La afectacion ventricular consiste en una afectacion leve del diametro y
funcion sistdlica del ventriculo izquierdo. En resonancia magnética se objetivo fibrosis
en la totalidad de los pacientes, presentando la mayor parte de ellos un patron

caracteristico de RPG en comparacion con un grupo control de pacientes con MCA.

Aunque entre nuestra familia son pocos los pacientes que relnen criterios
compatibles con el diagndstico definitivo de MCA, este hecho probablemente esté en

relacion con la falta de criterios especificos para las formas de predominio en ventriculo
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izquierdo de la enfermedad. La penetrancia de la enfermedad es completa y la distinta
expresividad fenotipica es amplia, con un extenso rango de manifestaciones clinicas.
En nuestra poblacion se han identificado desde pacientes asintomaticos con solo
alteraciones electrocardiograficas a pacientes fallecidos por MSC o insuficiencia
cardiaca avanzada. La heterogeneidad clinica, incluso dentro de la misma familia, es un
aspecto comun entre las miocardiopatias y canalopatias hereditarias[120]. Como
explicacion a esto se han propuesto factores genéticos, epigenéticos y
medioambientales, como moduladores de la expresion de la enfermedad. Dentro de
nuestra misma familia el perfil arritmico no queda bien definido por los criterios clasicos
de la FEVI o FEVD gravemente reducida en ausencia de arritmias ventriculares o
sincope. Esto se basa en la MSC del sujeto IV.33, un varon sin criterios clasicos de alto
riesgo arritmico. Este evento grave apoya que pacientes con esta mutacion estén bajo
un elevado riesgo arritmico en ausencia de disfuncion sistolica ventricular grave,
arritmias ventriculares sostenidas o sincope y magnifican el potencial valor de la RPG

como marcador de riesgo.

Uno de los factores clasicos que han puesto en relacién con la diferente
expresividad clinica es el sexo. Recientes publicaciones han sugerido una mayor
severidad de la enfermedad en el sexo varén [54]. Este hecho si ha podido corroborarse
en el caso de esta familia, ya que las 4 MSC y los dos trasplantes cardiacos acontecieron
en pacientes varones. Ademas, como refleja la Figura 4.5, los eventos ocurren
significativamente de forma precoz en varones que en mujeres, algo ya reportado
también para otras mutaciones en el gen DES [121-122]. Segun nuestros datos los
eventos cardiacos en los portadores de la variante p.Glu401Asp son mas frecuentes en
hombres entre los 20 y 40 afos, especialmente la MSC, por lo que el implante de
desfibrilador automatico implantable debe ser considerado con mayor precocidad.
Ademas, recientementese ha descrito que episodios de miocarditis potencialmente
pueden modular la distinta expresividad fenotipica de la MCA, sugiriendo una mayor
susceptibilidad genética o predisposicion al desarrollo de este fendmeno como una fase
activa de la enfermedad [123]. En nuestro trabajo no se objetivaron episodios
sugerentes de miocarditis entre los portadores, asi como tampoco se identificaron datos

histolégicos sugerentes.

A pesar de las distintas hipotesis acerca de factores moduladores de la expresion
clinica, el conocimiento de los mecanismos que conducen al desarrollo de este fenotipo
concreto es escaso. Sin duda, parece légico que dada la caracteristica relacion de la

desmina como nexo de unidn entre el citoesqueleto celular y proteinas de union celular
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como la desmoplaquina (area composita, desmosoma), la presencia de alteraciones a
nivel de la proteina desmina pueda conducir a deficiencias en la union celular y de los
mecanismos de mecanotransduccion celulares. Las recientes asociaciones de LMNA
[21], de FLNC [79], y en concreto de DES [22], con un fenotipo de MCA abren una puerta
a la hipdtesis de una estructura comun continua desde el desmosoma hasta la
membrana nuclear, donde los procesos de mecanotransduccién y mecanosensibilidad
en el cardiomiocito puede ser el punto en comun en el desarrollo de este trastorno en el

espectro de genes involucrados [Figura 5.1]

| Desmosoma | Sarcolema
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Membrana Nuclear <—| Lamina

Figura 5.1. Representacion del continuo estructural entre los distintos complejos celulares formado por
zonas de adhesion celular, citoesqueleto, sarcolema y nucleo celular.

Estos mecanismos de mecanotransduccion y mecanosensiblidad se generan en
proteinas que traducen cambios en la superficie celular en una secuencia quimica,
pudiendo modificar, por ejemplo, el flujo de iones a través canales idnicos o cambios
conformacionales en el nucleo celular. En este aspecto, la desmina (filamento
intermedio mas abundante en el miocardio) ejerce una funcidon mas alla de la simple
integridad estructural, participando en procesos activos como la sefializacién o la

regulacion génica [124].

Todos estos procesos de sefalizacion celular, regulacion génica y
mantenimiento estructural celular recae sobre un amplio espectro de proteinas, canales
ionicos e interacciones entre ellos. Un ejemplo de esto son los trabajos in vitro en LMNA,

mostrando su interaccion con las corrientes de sodio y como el tratamiento con
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bloqueantes de los canales de sodio pueden reducir la carga arritmica [125]. Con la
finalidad de cuantificar la expresion génica de distintos componentes celulares en
portadores de la variante en DES respecto a poblacion control, en nuestro trabajo se
ralizd un aislamiento y diferenciacion de CMTAs hacia cardiomiocitos segun lo
previamente descrito [ver capitulo 3, evaluacion funcional]. Tras conseguir esta
diferenciacion, se realizd una cuantificacion del ARN celular en los diferentes cultivos.
Con esta ténica novedosa podemos identificar la diferente expresion de multiples genes
implicados con el desarrollo de miocardiopatias, canalopatias o funciones clave del
funcionamiento celular. Sin embargo, la informacion procedente de este analisis in vitro
debe interpretarse con cautela ya que es impredecible si los hallazgos se traducen al
corazdébn in vivo y los niveles de ARN tampoco tienen que corresponderse

necesariamente con los niveles de proteina funcional en el miocardio.

Del analisis destaco en primer lugar que la expresion de desmina se encontraba
claramente disminuida en los cultivos de pacientes portadores de la variante DES-
p.Glu401Asp. Este hecho, esperable por otra parte, es clave para validar el analisis. En
segundo lugar, se detectaron alteraciones significativas entre los diferentes cultivos en
relacion con la expresion génica de una gran variedad de genes con marcado potencial
arritmico como canales de potasio y de sodio. Por ejemplo, los genes KCNH2 'y KCNE1
se encontraban en expresados en menor cantidad (al menos la mitad) respecto a los
niveles basales. Ambos genes se han relacionado en el desarrollo de sindrome de QT
largo. KCNH2 codifica para un canal de potasio asociado clasicamente al sindrome de
QT largo tipo 2. Por su parte KCNE1 es una proteina moduladora del canal de potasio
codificado por KCNQ1 (relacionada con sindrome de QT largo tipo 1) [126], pudiendo
participar su actividad y, por tanto, su expresividad clinica. Ademas KCNE1 se relaciona
con sindrome de QT largo tipo 5 per se. También se identificé un aumento (al menos el
doble) en la expresion del canal de sodio SCN1B en los sujetos afectados, que codifica
una subunidad beta del canal de sodio, relacionado con el desarrollo de sindrome de
Brugada y trastornos de la conduccion cardiaca en humanos [127]. Es conocida la
relacion entre la corriente de sodio y la MCA [128] y, aunque con la necesidad de nuevos
estudios mas amplios y con técnicas orientadas al estudio in vitro de las arritmias
(técnicas de patch-clamp, mapeo de voltaje 6ptico), alteraciones a este nivel podrian
explicar el alto riesgo arritmico observado. Por tanto, podemos concluir que la
variabilidad en la distinta expresion génica de multiples canales y genes estructurales
pueden ser la fuente de un mayor potencial riesgo arritmico o predisponer al desarrollo
de los mismos y, paralelamente, pueden explicar la variable expresividad clinica vista

dentro de la misma familia.
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En consonancia con lo previamente descrito, la variante p.Glu401Asp recae en
el dominio 2B, una zona critica en la que una alteracion puede producir una ruptura en
los puentes idnicos intra e interhelicoidales de los dimeros de desmina, aspecto ya
reportado para la variante p.Glu401Lys [95]. De forma similar, la variante p.Glu401Asp
puede afectar a la integridad estructural celular y, en consecuencia, de las estructuras
de union celular, factor considerado crucial en el desarrollo de MCA. Con el objetivo de
caracterizar a nivel celular las potenciales interacciones afectadas en esta entidad se
realizaron estudios de histologia e inmunohistoquimica asi como la valoracién de

CMTAs diferenciadas a cardiomiocitos.

Inicialmente, el analisis histologico del tejido miocardico del sujeto II1.21,
sometido a trasplante cardiaco por insuficiencia cardiaca avanzada, demostré la
presencia de sustitucion del miocardio funcional por tejido fibroadiposo, especialmente
a nivel del subepicardio ventricular. Esta es una caracteristica propia de la MCA, siendo
un proceso progresivo desde el epicardio hacia el endocardio, pudiendo hacerse
transmural [39]. En linea con la hipdtesis de un continuo estructural desde la membrana
nuclear hasta la membrana plasmatica, las estructuras contractiles de estas células se
encontraban pobremente organizadas y eran escasas. Ademas, estructuras clave en la
adhesion celular como la placoglobina y la desmoplaquina se encontraban disminuidas
en el tejido miocardico [Figura 4.10]. Aunque inicialmente se reportd la deficiencia de
placoglobina en las zonas de union celular como un dato en clara relacion con la MCA,
posteriormente se ha podido constatar en otras miocardiopatias [45], siendo, por tanto,
un hallazgo inespecifico. La transicion entre la zona central de la desmina o rod domain
y la cola de la proteina (posicion de la variante p.Glu401Asp) contiene zonas de
ensamblaje relacionados con la unidn con la desmoplaquina, la cual se ha demostrado
afectada y podria guardar relacion con el elevado riesgo arritmico relacionado con la
entidad [13]. Por otra parte, no se identificaron alteraciones en la expresiéon de la
conexina-43, como ya ha sido previamente publicado [129]. Por otro lado, el analisis de
los cultivos de células madre mesenquimales de tejido adiposo (CMTAs) mostrd
diferencias precozmente entre los distintos grupos. Especialmente interesantes fueron
los defectos en el patron de crecimiento y defectos de adhesion observados entre las

CMTAs procedentes del portador con fenotipo grave de la enfermedad.

Por tanto, el conjunto de informacién obtenida de la histologia,
inmunohistoquimica y los defectos de crecimiento y adhesion celular mostrados en los
cultivos de CMTAs, van en linea con el importante rol de las relaciones de la desmina

con las estructuras de adhesion celular (desmosoma, area composita), los mecanismos
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de regulacién génica y el mantenimiento de la integridad estructural celular. Como ya se
ha mencionado previamente, la relacion de la porcion C-terminal de la desmina (donde
reside la variante p.Glu401Asp) con la desmoplaquina es estrecha y en la histologia se
ha demostrado afectada. Ademas, también sabemos que las variantes patogénicas en
DSP se asocian con formas de predominio ventricular izquierdo y alto riesgo arritmico.
Esta relacion “desmina-desmoplaquina”, afectada en nuestros pacientes, parece tener

un peso elevado en el desarrollo de este fenotipo concreto.

Finalmente, un aspecto reportado en otros trabajos previos en relacion con
mutaciones en DES es la formacion de agregados citoplasmaticos andémalos, e incluso
su deteccion con anticuerpos anti desmina se ha considerado gold standard para el
diagnostico de desminopatia [130]. Sorprendentemente, estos agregados no se
pudieron identificar en el analisis histologico del tejido miocardico del paciente 111.21. Sin
embargo, estos agregados no son un hallazgo sistematico en pacientes con
desminopatia, como se describid en el caso de la mutacion ¢.1289-2A>G [131]. Por otra
parte, estos agregados si pudieron demostrarse en el cultivo de células SW13, donde
quedaron perfectamente demostrados [Figura 4.14]. Esta disparidad en las
observaciones puede guardar relacion con la condicion de heterocigosis del paciente.
Otra explicacion alternativa es que el empleo de un potente promotor in vitro
(citomegalovirus) pueda intensificar el defecto provocado por la mutacion y facilitar el
proceso de generacion de estos agregados. Una interpretacion diferente se apoyaria en
la situacion clinica del paciente, ya que podria haber alteraciones estructurales
avanzadas sin el depésito de estos agregados in vivo [132]. Finalmente, es posible que
esta mutacion, p.Glu401Asp, no genere agregados citoplasmaticos basando su
mecanismo patogénico en el deterioro de la formacion adecuada de miofibrillas, la
organizacion tridimensional en el sarcoplasma y su unién con proteinas desmosomales

(desmoplaquina fundalmentamente) [132].
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6. CONCLUSIONES
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6. CONCLUSIONES

1. La mutacion p.Glu401Asp en el gen DES es causal para el
desarrollo de MCA biventricular con predominio del ventriculo izquierdo,
penetrancia completa y en ausencia de miopatia esquelética o trastornos
avanzados de la conduccion auriculoventricular. Ademas, se caracteriza por el
desarrollo de una gran cantidad de fibrosis miocardica en resonancia magnética,
presentando un patrén de fibrosis miocardica circunferencial caracteristico.

2. Esta variante se relaciona con el acontecimiento precoz de
arritmias ventriculares y el desarrollo progresivo de insuficiencia cardiaca
avanzada, especialmente en varones menores de 40 afios.

3. El mecanismo patogénico propuesto es la alteracion de la
mecanotransduccién y mecanosensibilidad, derivada de la incapacidad para
formar un adecuado ensamblaje del dimero de desmina. Esto conduciria a la
disrupciéon del continuo estructural formado con las proteinas de membrana
(desmoplaquina) responsables de la adhesion celular y estructuras clave
citoplasmaticas como el sarcomero y el nucleo celular.

4, Los fallos en la conexion inter-estructuras podria conducir a la
variabilidad en la expresién génica de una variedad de proteinas estructurales
del miocardio y canales idnicos que podrian explicar el fenotipo y su potencial

arritmico.
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The Novel Desmin Mutation p.Glu401Asp Impairs Filament Formation,
Disrupts Cell Membrane Integrity and Causes Severe Arrhythmogenic Left
Ventricular Cardiomyopathy/Dysplasia

Francisco José Bermudez-Jiménez, MD1*; Victor Carriel, MSc, MBiol, PhD2*; Andreas
Brodehl, MSc, PhD®; Miguel Alaminos, MD, PhD?; Antonio Campos, MD, PhD?; liona
Schirmer, MSC3; Hendrik Milting, MSc, PhD3; Beatriz Alvarez Abril, MD1 Miguel Alvarez,
MD, PhD1; Silvia Lépez-Fernandez, MD1; Diego Garcia-Giustiniani, MD4; Lorenzo
Monserrat, MD, PhD4; Luis Tercedor, MD1; Juan Jiménez-Jaimez, MD, PhD1

1. Cardiology Department, Virgen de las Nieves University Hospital, Granada,
Spain (F.J.B.-J., BAA., M. Alvarez, S.L.-F., L.T., J.J.-J.).

2. Department of Histology, Tissue Engineering Group, Faculty of Medicine,
University of Granada, Spain and Instituto de Investigacion Biosanitaria ibs (V.C.,
M. Alaminos, A.C.).

3. Erich and Hanna Klessmann Institute for Cardiovascular Research and
Development, Heart and Diabetes Centre NRW, Ruhr University Bochum, Bad
Oeynhausen, Germany (A.B., |.S., H.M.).

4. Cardiology Department, Health in Code, A Coruia, Spain (D.G.-G., L.M.).

Circulation. 2018;137(15):1595-1610.
doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.117.028719.

Key Words: arrhythmogenic right ventricular displasia; desmin; mutation; myopathy,
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ABSTRACT

Background: Desmin (DES) mutations cause severe skeletal and cardiac muscle
disease with heterogeneous phenotypes. Recently, DES mutations were described in
patients with inherited arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy/dysplasia,
although their cellular and molecular pathomechanisms are not precisely known. Our
aim is to describe clinically and functionally the novel DES-p.Glu401Asp mutation as a
cause of inherited left ventricular arrhythmogenic cardiomyopathy/ dysplasia.

Methods: We identified the novel DES mutation p.Glu401Asp in a large Spanish
family with inherited left ventricular arrhythmogenic cardiomyopathy/ dysplasia and a
high incidence of adverse cardiac events. A full clinical evaluation was performed on all
mutation carriers and noncarriers to establish clinical and genetic cosegregation. In
addition, desmin, and intercalar disc—related proteins expression were histologically
analyzed in explanted cardiac tissue affected by the DES mutation. Furthermore,
mesenchymal stem cells were isolated and cultured from 2 family members with the DES
mutation (1 with mild and 1 with severe symptomatology) and a member without the
mutation (control) and differentiated ex vivo to cardiomyocytes. Then, important genes
related to cardiac differentiation and function were analyzed by real-time quantitative
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polymerase chain reaction. Finally, the p.Glu401Asp mutated DES gene was transfected
into cell lines and analyzed by confocal microscopy.

Results: Of the 66 family members screened for the DES-p.Glu401Asp mutation,
23 of them were positive, 6 were obligate carriers, and 2 were likely carriers. One
hundred percent of genotype-positive patients presented data consistent with inherited
arrhythmogenic cardiomyopathy/dysplasia phenotype with variable disease severity
expression, high-incidence of sudden cardiac death, and absence of skeletal myopathy
or conduction system disorders. Immunohistochemistry was compatible with inherited
arrhythmogenic cardiomyopathy/dysplasia, and the functional study showed an
abnormal growth pattern and cellular adhesion, reduced desmin RNA expression, and
some other membrane proteins, as well, and desmin aggregates in transfected cells
expressing the mutant desmin.

Conclusions: The DES-p.Glu401Asp mutation causes predominant inherited left
ventricular arrhythmogenic cardiomyopathy/dysplasia with a high incidence of adverse
clinical events in the absence of skeletal myopathy or conduction system disorders. The
pathogenic mechanism probably corresponds to an alteration in desmin dimer and
oligomer assembly and its connection with membrane proteins within the intercalated
disc.

BACKGROUND

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopa- thy/dysplasia (ARVC/D) is an
inherited disorder of genetic origin that causes malignant ven- tricular arrhythmias
leading to sudden cardiac death (SCD)."™ Inherited ARVC/D (iARVC/D) is one of the
most prevalent causes of SCD in young people, especially in athletes.® Left ventricular
(LV) involvement is common and appears to imply a poorer prognosis. Mutations in
genes encoding for desmosomal proteins (plakophilin-2 [PKP2 ], desmoplakin [DSP],
desmoglein-2 [DSG2 ], des- mocollin-2 [DSC2 ], and plakoglobin [JUP]) play a key role
in the pathogenesis of this disease.>'° With the increasing use of the next-generation
sequencing techniques in cardiovascular genetics, nondesmosomal and ion channels
gene mutations'! have also been associat- ed with iIARVC/D. Two prominent examples
are the mutations p.S358L in TMEM43 and p.Arg14del in PLN," encoding the
transmembrane protein Luma localized in the nuclear membrane'* and a regulator of
the sarcoplasmic reticulum Ca2+-(SERCAZ2a) pump in cardiac muscle, respectively.

Some cytoskeletal proteins, such as filamin C' or desmin, are closely related to
the development of cardiomyopathy. Desmin, encoded by the gene DES, is a structural
intermediate filament present in the cytoskeleton of the leiomyocytes, rhabdomyocytes,
and cardiomyocytes, and it is associated with different cellular structures, such as
desmosomes, Z-bands, costameres, mitochondria, and the nuclei. Its function is related
to the maintenance of the structural integrity of the cardiomyocyte.'® More than 70% of
the described pathogenic DES mutations exhibit car- diac involvement and can be
associated with any form of cardiomyopathy, the most common being dilated
cardiomyopathy, followed by restrictive, hypertrophic, ARVC/D, and their combinations."’
It usually presents specific conduction system disturbance and, in addition, evidence of
skeletal myopathy. The molecular pathogenic mechanisms causing the ARVC/D-related
DES mutation phenotype are unknown, and preexisting data in this regard are rare.

In this study, we demonstrate the pathogenicity of the novel DES mutation
p.Glu401Asp in a large family with an inherited LV dominant arrhythmogenic car-
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diomyopathy/dysplasia and a high incidence of adverse clinical events, such as SCD,
major heart failure, and ventricular arrhythmia. We also identify the cellular, histological,
and molecular mechanisms leading to the appearance of the iIARVC/D phenotype.

METHODS

The data, analytic methods, and study materials will not be made available to
other researchers for purposes of reproducing the results or replicating the procedure.

Study Population and Clinical Variables

The study population included all available members of a large Spanish family of
white origin, composed of 83 individuals spread over 6 generations. Sixty-six family
mem- bers were available for evaluation (51.6% male; mean age, 43.3+19.3 years old).
The study protocol was approved by the local ethics committee (University of Granada)
on March 2016. All patients included in the study signed an informed consent form.

Clinical Study

All subjects underwent an initial clinical evaluation that included a clinical history
with particular emphasis on the presence of adverse events such as death, heart failure
death, SCD, atrioventricular block, sustained ventricular arrhythmia, syncope, heart
transplantation, or cardiac device implantation. In addition, all subjects underwent a 12-
lead ECG, a transthoracic echocardiogram, a creatine phosphokinase blood test, and a
neuromuscular examination to investigate involvement of the skeletal muscle. The
mutation carriers underwent 24 hours of ambulatory ECG monitoring (Holter) and a
cardiac magnetic resonance (CMR) imaging. The CMR imaging was performed in all
participants who accepted the procedure and had no contraindications (cardiac device
implant and claustrophobia). The ECG data were analyzed to obtain the PR, QRS, and
QT intervals in milliseconds, and data on voltage, conduction disturbance, and the
presence of pathological Q waves. In the 24-hour ambulatory ECG, we analyzed the
presence of nonsustained ventricular tachycardia, atrioventricular block, and ventricular
ectopy morphology and density. The evaluation of LV diameter and function was
performed according to current guidelines,'® including LV end-diastolic and end-systolic
diameter and volume, LV ejection fraction using the Simpson biplane method, right
ventricular outflow and inflow tract diameter, and right ventricular systolic function, as
well. Diagnosis of the index patient was based on modified Arrhythmogenic Right
Ventricular Cardiomyopathy/Dysplasia Task Force criteria.’® All clinical tests were
interpreted by cardiologists specialized in advanced cardiac imaging and
electrophysiology. Data collection was limited by the lack of both electro and echocardio-
graphic information on deceased and precardiac transplant subjects in the
corresponding cases. Furthermore, the statistical analysis did not include clinical data or
complementary tests of children <13 years of age.

Genetic Analysis

After obtaining the peripheral blood of the index patient (IV.31 on Figure 1), the
genetic analysis was performed by using a next-generation sequencing gene panel
containing 149 genes (Figure | in the online-only Data Supplement). This study included
an analysis of all coding exons and intron flanking regions of a personalized panel of
genes, which had been previously associated with or are regarded as candidates for the
development of hereditary cardiovascular diseases. Sample preparation was performed
using the Agilent SureSelect Target Enrichment Kit based on the paired end multiplexed
sequencing method according to the manufacturer’s instructions. Low-coverage regions
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of the relevant genes were resequenced using the Sanger method. Bioinformatic
analysis was performed through an in-house—developed pipeline that included software
such as NovoAlign, SAMtools, and BCFtools. Information such as frequency in different
populations (from sources including exome variant server, 1K genomes, and the Single
Nucleotide Polymorphism Database), and various bioinformatic predictions, as well, was
added. Pathogenicity of the identified variants was classified according to current
guidelines of the American College of Medical Genetics and Genomics.?’ Following
mutation DES-p.Glu401Asp identification in the index patient, genetic and clinical
cascade screening was performed on all available family members.

Histological Analysis

Cardiac tissue from patient I1l.21 (Figure 1) carrying DES-p.Glu401Asp and
subjected to heart transplantation was used for histological analysis. In addition, normal
healthy cardiac tissue obtained from a patient without the mutation was used as control.
The tissues were fixed for 24 hours in 10% neutral buffered formaldehyde, washed,
dehydrated in ascending concentrations of ethanol, cleared in xylene, and embedded in
paraffin using a conventional protocol.?’ Five-micrometer histological sections were
dewaxed and stained with hematoxylin-eosin for morphological evaluation. Stromal
collagen fibers were histochemically evaluated by picrosirius staining as described
elsewhere.? To evaluate myofibril organization in the cardiomyocytes, tissue sections
were histochemically stained according to the Heidenhain iron hematoxylin method as
previously described.”® The histomorphological pattern of the desmin intermediate
filament was evaluated by indirect immunohistochemistry. Desmosomes and
intercellular gap junctions localized at the intercalated discs were identified by
immunohistochemical staining of desmoplakin, plakoglobin, and connexin-43,
respectively. Immunohistochemistry was prepared as previously described®%* using
positive and negative technical controls. All procedures were performed simultaneously
under the same conditions to ensure reproducibility of the results. Technical information
about the used antibodies is summarized in Table | in the online-only Data Supplement.

Stem Cell Culture and Cardiomyocyte Differentiation

To evaluate the impact of DES mutation on cell function, adipose-derived
mesenchymal stem cells (ADMSCs) were isolated from subcutaneous adipose biopsies
obtained from 3 members of the family evaluated in this study: a healthy non-DES
mutation carrier (healthy control) and 2 mutation carriers, 1 with mild symptomatology
and 1 with a severe clinical condition, were included. The biopsies were mechanically
fragmented into small pieces and then digested for 8 hours in a 2 mg/mL solution of
Clostridium histolyticum type | collagenase (Gibco BRL Life Technologies) as previously
described.21 The ADMSCs were harvested by centrifugation and cultured in a basal
medium consisting of DMEM supplemented with 10% FBS and antibiotics-antimycotics
(Sigma-Aldrich). After obtaining a subconfluent cell culture, the ADMSCs were dif-
ferentiated ex vivo into the cardiomyocyte lineage, using the Gibco Cardiomyocyte
Differentiation Kit (A29212-01, Thermo Fisher Scientific), for 14 days according to the
manufacturer’s instructions. The growth pattern and differentiation process of these cells
were continuously monitored by phase-contrast microscopy. The human cardiomyocyte
phenotype was confirmed using a commercially available Human Cardiomyocyte
Immunocytochemistry Kit (A25973, Thermo Fisher Scientific).

Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction Analyses

Total RNA was extracted from each cell type (differentiated and nondifferentiated
cell cultures from each of the 3 family members studied) using a Qiagen RNeasy Mini
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Kit system (Qiagen). Then, cDNA was synthetized from total RNA with an iScript
Advanced cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories) using 1 pg of each RNA.
Expression quanti- fication of a set of genes with important roles in cardiac differentiation
and function was analyzed using real- time quantitative polymerase chain reaction
(PCR). Thus, a 96-well plate containing oligonucleotides for the genes and controls
selected was designed as a PrimePCR custom assay. The selection of these genes was
based on 2 previ- ously described gene expression panels for cardiac diseases: Cardiac
Arrhythmia Next-Generation Sequencing Multi-Gene Panel and Bio-Rad Arrhythmias
Cardiac H96 Panel. For each PCR reaction, 2 uL of cDNA, 8 uL of H20, and 10 pL of
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix were added, and a PCR protocol
consisting of 40 amplification cycles with an annealing temperature of 60°C was applied
using a Bio-Rad CFX Connect-96 instrument. Results were cor- rected according to the
efficiency of the reverse transcrip- tion reaction and normalized to the GAPDH
housekeeping gene expression using Bio-Rad CFX Manager 3.1 software.

Each sample was analyzed in triplicate (n=18). Relative gene expression was
calculated for each gene using the AACq value (CFX Manager 3.1 software, Bio-Rad) by
comparing each differentiated cell culture with its nondifferentiated control samples. By
using this approach, we obtained the fold-change expression increase or decrease of
every gene in the 3 sample types analyzed as average differentiated cell expression
divided by average nondifferentiated cell expression. The fold-changes obtained for the
unmutated control cells were considered as the basal levels of normal cells for each
gene, whereas the fold-changes obtained for both samples were compared with basal
levels. Genes showing an increase or decrease of at least 2-fold, in comparison with
basal levels, were selected.

Plasmids, Cell Culture, and Confocal Microscopy

The expression plasmid pmRuby-N1-Desmin has been previously described.?
This construct encodes a C-terminal fusion protein of human desmin and the
fluorescence protein mRuby that was used for direct fluorescence microscopy. The
mutations p.Glu401Asp and p.Glu401Lys were introduced using the QuickChange
Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (210518, Agilent Technologies). The mutation
insertions were verified by Sanger sequencing (Macrogen). SW13 cells were grown with
=70% confluency on cover slips in DMEM (Gibco; 4.5 g/L glucose, 10% FBS,
supplemented with penicillin/strep- tomycin). These cells were used because they do not
express endogenous desmin or any other cytoplasmic intermedi- ate filament protein.
The cells were transiently transfected with Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific)
accord- ing to the manufacturer’s instructions. Twenty-four hours after transfection, the
cells were washed several times for 5 minutes with PBS and fixed for 5 minutes with Roti
Histofix (Carl Roth). They were then extensively washed in PBS and permeabilized with
Triton X-100 (0.1% in PBS). F-actin was stained with fluorescein isothiocyanate—
conjugated phalloidin (Sigma-Aldrich) 50 ug/mL for 40 minutes at room tempera- ture
according to the manufacturer’s instructions. The cells were embedded in Mowiol 4 to
88 (Carl Roth). Confocal laser scanning microscopy was performed with the TCS SP8
system (Leica Microsystems) equipped with a HC PL APl C52 (63x /1.30) glycerin
objective, hybrid detectors, and Application Suite X software. The fluorescence
molecules mRuby and fluorescein isothiocyanate were sequentially excited. Each cell
culture experiment was performed in triplicate.

Statistical Analysis

Statistical calculations were performed using SPSS Statistics (version 20, IBM
Corp). Clinical characteristics were compared using x2 or Fisher exact test for
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categorical variables and Student t test or Mann-Whitney U test for continuous variables.
All categorical data were reported as frequencies and percentages, and continuous
variables were expressed as meanvaluexSD for each measurement. A P value 0f<0.05
was considered to be statistically significant. Survival analysis was estimated by using
the Kaplan-Meier method.

RESULTS

Genetic Analysis

The genetic analysis of the index patient (IV:31, Figure 1) revealed the
heterozygous missense mutation in DES (NM_001927.3:¢.1203G>C; NP_01918.3:p.
Glu401Asp or p.E401D). This variant had not been previously described in any
publication or in public databases, such as the Human Gene Mutation Database,? the
Single Nucleotide Polymorphism Database,?” NHLBI GO Exome Sequencing Project,?®
and Clinvar,® or in the Exome Aggregation Consortium (ExAC) database® (as of
31/03/2017). Amino acid residue E401 belongs to the fourth a-helix (coil 2B, amino acids
296-412) of the a-helical central rod domain (109—412), a region that is essential for
desmin filament assembly. The in silico prediction indicated that p.Glu401Asp substitu-

Squares and circles represent males and females, respectively. Mutation carriers are marked in black, noncarriers in
white, and those not studied in gray. Deceased are indicated by a slash. HF indicates heart failure; HTx, heart
transplant; ICD, implant- able cardioverter defibrillator; ICDs, subcutaneous implantable cardioverter defibrillator; SCD,
sudden cardiac death; and VT, ventricular tachycardia.
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tion NC_000002.11:g220286241G>C affects a highly conserved amino acid residue
among different species (Figure Il in the online-only Data Supplement).

Clinical Analysis

The index patient, a 46-year-old man (IV:31, Figure 1), was referred for
examination because of a family history of SCD of 2 brothers aged 31 (IV:29) and 18
(IV:26). Postmortem examination of one of these brothers (IV.29) revealed epicardial
and midwall fibrosis from the inferior LV wall to the septum and lateral wall. The right
ventricle looked macroscopically normal, and there was no evidence of coronary artery
disease. Histological examination showed focal areas of subendocardial fibrosis in the
free wall of the right ventricle. In the left ventricle, subepicardial and midwall fat and
fibrous tissue were confirmed, presenting widespread spaces admixed with degenerative
myocytes. Myocardial inflammation was absent. In addition, there were no pathological
find- ings suggestive of skeletal myopathy such a myofiber necrosis or myofiber atrophy.
In summary, the post- mortem study strongly suggested dominant inherited
arrhythmogenic left ventricular cardiomyopathy/dysplasia.*' The patient presented New
York Heart Association functional class Il symptoms with generalized T-wave inversion
in all precordial leads and biventricular dilation and severely depressed biventricular
ejection fraction, as well. These data were confirmed by CMR, which also showed late
gadolinium enhancement at the subepicardial LV level. The 24-hour Holter study showed
>500 of premature ventricular complexes with both left and right bundle-branch block
morphologies. Finally, he was diagnosed to have inherited arrhythmogenic car-
diomyopathy/dysplasia with biventricular involvement and received a cardiac defibrillator
implantation for pri- mary prevention of SCD.

In total, 66 family members were genetically sequenced for DES-p.Glu401Asp,
of whom 23 presented the mutation; an additional 6 subjects were obligate carriers
(deceased before sequencing), and another 2 nongenotyped cases, with, however, a
previous SCD event, were considered probable carriers, corresponding to a total of 31
affected family members. Coseg- regation analysis was performed to correlate genotype
and phenotype, clearly confirming the pathogenic impact of this specific DES mutation.
Evidence of primary myocardial disease was present in 100% of carriers, with variable
clinical expression, whereas noncarriers showed no traces of nonischemic
cardiomyopathy (Table Il in the online-only Data Supplement). One noncarrier patient
presented LV systolic dysfunction and atrioventricular block of ischemic origin.

Of the 23 carriers studied, 9 fulfilled the modified diagnostic criteria. Main clinical
and genetic data of DES mutation carriers are summarized in the Table. The most
common ECG finding was T-wave inversion in at least 3 consecutive ECG leads (14
cases) and generalized low voltage (12 cases). The ECG was abnormal in 97% of the
carriers for whom it was available, mostly because of the presence of negative T waves
in infe- rior (Il, Ill, aVF) and anterolateral leads (V2 through V6) (Figure 2A). No change
was detected in the PR interval, which was similar in both groups, although a wider QRS
was identified in the carrier group (Table Il in the online-only Data Supplement). Two of
the 3 affected children (7, 11, and 13 years old) presented negative T wave beyond V3.
One of them (VI.1) showed low volt- ages in limb leads in the ECG and subepicardial
late gadolinium enhacement in inferior wall in the CMR. The 24-hour Holter study
revealed nonsustained ven- tricular tachycardias in 32% of carriers and high density
ventricular ectopy in 23% of them. There was only 1 case of atrioventricular block in an
84-year-old man. We found no evidence of skeletal myopathy, and cre- atine
phosphokinase determination was normal in all mutation carriers.
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II:3 n/a F 0oC n/a n/a n/a n/a n/a n/a
I1:6 n/a M ocC na n/a n/a n/a n/a n/a
I1:8 41 M ocC n/a aHF n/a n/a n/a n/a
-9 49 M ocC n/a aHF n/a n/a n/a n/a
l:10 41 F 0oC n/a aHF n/a n/a n/a n/a
l:12 33 M PC n/a n/a n/a n/a n/a
l:14 72 F @ Asymptomatic aHF 53 No V,-V,inferior Yes
l:16 n/a F 0oC n/a n/a n/a n/a n/a
I1:18 84 M C Palpitations AVb n/a No No No
:21 66 M C Dyspnea AHF; HTx n/a No Vl—VSinferior No
¥ 4 F C Asymptomatic 93 No No No
IV:10 55 F C Asymptomatic 103 No No Yes
IV:13 57 F @ Asymptomatic 88 No V,~V,inferior Yes
V:16 61 M C Dyspnea aHF 95 No No No
Iv:23 41 M @ Syncope aHF; HTx 76 No V-V, No
IV:26 18 M PC n/a SD n/a n/a n/a n/a
IV:29 31 M C Palpitations SD n/a n/a n/a n/a
IV:311 47 M @ Dyspnea aHF 59 No V,-V,inferior Yes
IV:33 63 M C Asymptomatic SD 12 No No No
IV:40 44 F C Asymptomatic 110 No No Yes
V4 31 F @ Asymptomatic 65 No V,-V,inferior Yes
Vi3 34 F C Asymptomatic 41 No V-V inferior Yes
V16 " F C Asymptomatic 67 No V-V, No
Vi17 7 M C Asymptomatic 180 No No No
V:19 21 F C Palpitations aHF 86 No V,~V,inferior Yes
V:10 25 F C Asymptomatic 105 Yes V-V l-avl Yes
V:24 35 M C Palpitations 150 No V,-V,inferior Yes
Vi27 26 F @ Asymptomatic 55 No V,-V,inferior Yes
V:29 21 F C Asymptomatic 84 Yes V,~V,inferior No
V:30 14 F @ Asymptomatic 59 No V,-V,inferior No
VI 13 M C Asymptomatic 103 No V-V, Yes
(Continued)

aHF indicates advanced heart failure; aSH, appropriate ICD shock; AVb, atrioventricular block; C, carrier; CK, plasma levels of creatine kinase; CRT-D, cardiac
resynchronization therapy defibrillator; Dx, diagnosis; F, female; Gen status, genotype status; HTx, heart transplant; ICD, implantable cardioverter defibrillator;
ICDs, subcutaneous cardioverter defibrillator; LGE, presence of late gadolinium enhancement on cardiac magnetic resonance images; LV, left ventricle; LVDD, left
ventricular end diastolic diameter; LVEF, left ventricular ejection fraction; LVWMA, left ventricular wall motion abnormalities; M, male; M/m, major/minor; n/a, data
not available; NSVT, nonsustained ventricular tachycardia; OC, obligate carrier of the mutation; PC, probable carrier of the mutation; PM, pacemaker; RV, right
ventricular; SD, sudden death; SVT, sustained ventricular tachycardia; VE, ventricular ectopics in 24-hour Holter monitoring; and VT, ventricular tachycardia.

*Case lists individual identifications according to position in the pedigree.

tLow voltage indicates the low QRS voltage amplitude on limb leads.

$RV affect. shows right ventricular affection (akinesia, dyskinesia, aneurysm, dilatation, and systolic dysfunction).

§Criteria (major/minor): diagnostic status according to Arrhythmogenic Right Ventricular Cardiomyopathy/Dysplasia Task Force criteria.

lindex patient.

174



Tesis Doctoral Fco. J. Bermudez Jiménez

n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0/1

n/a n/a n/a n/a n/a n/a 1/0 Possible

n/a n/a n/a n/a n/a n/a 1/0Possible

n/a n/a n/a n/a n/a n/a 1/0 Possible

n/a n/a n/a n/a n/a n/a 1/0Possible Heart failure death
n/a n/a n/a n/a n/a n/a 1/0Possible

48 43 Yes No Yes NSVT; 970 VE 1/2Definite

n/a n/a n/a n/a n/a n/a 1/0Possible

50 55 Yes No n/a n/a 0/1 PM

n/a n/a n/a n/a n/a NSVT 2/1Definite

42 55 No No Yes 1868 VE 01

54 48 Yes No Yes 8455 VE 01

46 55 Yes No n/a 5852 VE 0/2Possible

60 30 Yes Yes Yes 4479 VE 1/1Borderline CRT-D

70 30 Yes Yes n/a SVT, 8045 VE 2/1Definite Heart failure death
n/a n/a n/a n/a n/a n/a 2/0Definite Died during exercise
n/a n/a n/a n/a n/a n/a 1/0Possible Died at rest

61 30 Yes Yes Yes SV; 1283 VE 4/0Definite CRT-D, aSH

55 52 Yes No Yes 193 VE 0/1 Died at rest (64 y) VT
49 57 Yes No Yes 342 VE 1/0Possible

50 54 Yes No Yes 421 VE 1/0Possible

54 49 Yes No n/a 1392 VE 1/1Borderline

47 65 No No n/a 74 VE Not applicable

41 65 No No n/a 0VE Not applicable

48 37 Yes Yes Yes 5293 VE 3/1Definite aSH, ICD

49 39 Yes No Yes NSVT; 2866 VE 0/2Possible

62 50 Yes No Yes 2318 VE 1/1Borderline

52 40 Yes Yes No 3216 VE 1/2Definite

52 43 Yes No No NSVT 2/1Definite ICDs

53 40 Yes No Yes NSVT 2/1Definite ICDs

58 51 No No Yes 3985 VE Not applicable

aHF indicates advanced heart failure; aSH, appropriate ICD shock; AVb, atrioventricular block; C, carrier; CK, plasma levels of creatine kinase; CRT-D, cardiac
resynchronization therapy defibrillator; Dx, diagnosis; F, female; Gen status, genotype status; HTx, heart transplant; ICD, implantable cardioverter defibrillator;
ICDs, subcutaneous cardioverter defibrillator; LGE, presence of late gadolinium enhancement on cardiac magnetic resonance images; LV, left ventricle; LVDD, left
ventricular end diastolic diameter; LVEF, left ventricular ejection fraction; LVWMA, left ventricular wall motion abnormalities; M, male; M/m, major/minor; n/a, data
not available; NSVT, nonsustained ventricular tachycardia; OC, obligate carrier of the mutation; PC, probable carrier of the mutation; PM, pacemaker; RV, right
ventricular; SD, sudden death; SVT, sustained ventricular tachycardia; VE, ventricular ectopics in 24-hour Holter monitoring; and VT, ventricular tachycardia.

*Case lists individual identifications according to position in the pedigree.

tLow voltage indicates the low QRS voltage amplitude on limb leads.

FRV affect. shows right ventricular affection (akinesia, dyskinesia, aneurysm, dilatation, and systolic dysfunction).

§Criteria (major/minor): diagnostic status according to Arrhythmogenic Right Ventricular Cardiomyopathy/Dysplasia Task Force criteria.

lindex patient.
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The most characteristic finding of the cardiac struc- ture and function studied by
echocardiography and CMR was near-exclusive LV affection, with hypokinesia localized
on the midapical inferolateral wall of the LV, mildly depressed LV ejection fraction
(46£8.2%), and no ventricular dilation (51.52+5.87 mm, normal in terms of body surface
in most cases). Right ventricular involvement was demonstrated only in 5 cases that pre-
sented concomitant moderate/severe LV ejection frac- tion impairment, suggesting a
primary involvement of
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the LV and subsequent right ventricular affection. Furthermore, CMR revealed an
extensive late gadolinium enhancement with a typical circumferential subepicardial
pattern in most of the cases, and midapical lateral and inferolateral subepicardial
distribution in the remaining patients (Figure 2B).

Figure 2. Clinical characteristics of DES mutation carriers.

A, ECG of 2 of the cases affected by mutation Glu401Asp. Left, The generalized inversion of the T wave, the lateral Q
wave, and low voltage in body surface leads in proband’s ECG (case IV.31). Right, The proband’s mother's ECG
(111.16) shows very low QRS voltage overall, with an e-wave in all precordial leads (arrow). B, Imaging of left ventricular
late gadolinium enhance- ment with subepicardial annular fibrosis (arrows) of patient V.30.

During familial screening, 15 of affected individuals were asymptomatic at
diagnosis, 4 presented with palpitations, 3 with heart failure symptoms, and 1 with
syncope. None showed myocarditis-like symptoms. It is noteworthy that patients with
heart failure showed severe LV ejection fraction impairment at presentation (2 of them
had a previous diagnosis of idiopathic dilated cardiomyopathy). A high incidence of
cardiac events, mainly arrhythmic-related, was observed among carriers retrospectively
and during follow-up (Table Il in the online-only Data Supplement and Figure 3): 4 SCD
(18, 31, 33, and 64 years old), 2 heart failure deaths (both at 41 years old), 1
atrioventricular block (84 years old), 2 heart transplantations (39 and 60 years old), 1
sus- tained monomorphic ventricular tachycardia (37 years old), and 5 implantable
cardioverter defibrillators for primary prevention of SCD with 2 episodes of appropriate
therapies on follow-up (21 and 47 years old). These findings support a high risk for
malignant arrhythmias and SCD as first clinical manifestation.
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Histological Analysis of Cardiac Tissue Affected by Desmin Mutation

Histological analysis of the heart from a desmin mutation carrier (l11:21) showed
major differences in comparison with the control heart. Picrosirius staining in the control
tissue revealed that all cardiomyocytes showed their typical branched cylindrical shape,
a single and centrally located nucleus, a highly dense and strongly stained sarcoplasm,
and several intercalated discs between adjacent cells (Figure 4A). With regard to car-
diac tissue affected by desmin mutation p.Glu401Asp, it was possible to recognize zones
affected by typical degenerative changes and others with a more conserved
myocardium. Degenerative findings were found associated with the subepicardial
myocardium, where picrosirius staining revealed an increase of disorganized collagen
fibers, the presence of infiltrating adipose tis- sue, and groups of cardiomyocytes with
degenerative changes. However, these findings were not accompanied by an
inflammatory reaction (Figure 4B). In the myocardial zones without degenerative

Figure 3. Event-free survival curves for major cardiac events in Glu401Asp DES mutation carriers.

A, The curve is similar to other missense DES mutations (data obtained from our genetic laboratory and from published
litera- ture, including data from 284 patients with DES mutations). Right, A breakdown of all cardiac events for different
age ranges according to the presence of the Glu401Asp mutation, all C-terminal DES mutations, or all missense DES
mutations. Note the high incidence of SCD at younger ages among patients with Glu401Asp mutation in comparison
with patients with other DES mutations. B, A significant poorer prognosis is observed in males in comparison with
females, as described for other DES mis- sense mutations. Note the low incidence of major cardiac events in women
carrying Glu401Asp until the age of 50, with no SCD cases. SCD indicates sudden cardiac death.

changes, the tissue organization was preserved and comparable to the control.
However, cell thickness was irregular, and an increased perinuclear space,
accompanied by a relatively normal nucleus, was observed. Curiously, the sar- coplasm
of these cells was weakly stained, less dense with less prominent intercalar discs than
the control tissue (Figure 4). Heidenhain hematoxylin staining, which specifically stains
myofibrils, confirmed the presence of fewer contractile myofibrils in the desmin mutation
carrier's myocardium in comparison with the control. Myofibrils were less abundant,
poorly organized, and less compacted, with spaces observed among them.
Immunohistochemical analysis of desmin showed an intense and homogeneously
distributed staining pattern in the sarcoplasm of both cardiac tissues, although it was
more intense in the control intercalated discs. In addition, we did not observe any
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prominent desmin aggregates in the sarcoplasm of the cardiac tissue from this mutation
carrier. After analyzing some important structural and functional proteins of cell—cell
junctional complexes at the intercalated discs, desmoplakin, plakoglobin, and connexin-
43 were observed to be positive in both cardiac tissues, thus confirming the presence of
these junctional complexes. However, desmoplakin and plakoglobin were weakly stained
in the myocardial tissue from the mutation carrier in comparison with the control. The
connexin-43 intensity and pattern were comparable in control and affected tissue, as
previously described with regard to another DES mutation, p.A120D32 (Figure 4C).
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ADMSC Differentiation and Gene Expression Analysis

Cell cultures established from different family members showed that all cell types
were able to grow and proliferate ex vivo under standard culture conditions. Control cells
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Figure 4. H ation.

A, Histochemical analyses of control heart (healthy control) and desmin-mutated cardiac tissue
(Glu401Asp) by picrosirius and Heidenhain hematoxylin staining. Large black and red arrows show the
intercalary disc, whereas the short black and red arrows show the perinuclear space in Glu401Asp. B,
Representative images of the fibrotic reaction (arrows), adipose tissue replacement (Ad.T.) and
cardiomyocyte degeneration changes (asterisk) in Glu401Asp are shown with picrosirius staining at light
and polarized microscopy. C, Immunohistochemical analyses of desmin and junctional complex—
associated proteins in control heart and desmin-mutated cardiac tissue (Glu401Asp). Positive
immunoreaction is shown in brown. Scale bar=50 ym for A and B, and 100 um for C.

isolated from the control family members without the DES mutation (healthy control)
showed a typical mesenchymal morphology (elongated, spindle-shaped, flattened cells).
As expected, confluent cells managed to fully cover the culture flask surface, which is
typical of mesenchymal stem cells (Figure 5). In a similar manner, cells isolated from
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patients with the DES mutation showing mild symptomatology showed similar cell mor-
phology and growth pattern to controls, although they tended to grow and proliferate
more slowly. Itis curious that cells from the affected DES mutation carrier pa- tient (IV.31)
grew much more slowly than the mild phenotype cell line and especially than the healthy
control cell line. In addition, these cells presented a typical mes- enchymal morphology,
although their growth pattern was very different. In fact, they had difficulty adhering to
the culture surface, resulting in a reticular pattern, with cells tending to adhere to one
another rather than to the culture surface (Figure 5).

When ADMSCs were differentiated into cardiomyo- cytes, some cells could be
observed to acquire a typical cardiomyocyte morphology, although the percentage of
cells showing this phenotype was low. Differentiated cells were characterized by a large
and polygonal cytoplasm with a thick, well-organized cytoskeleton (see representative
images in Figure llIA in the online- only Data Supplement). Differentiation was confirmed
by immunofluorescence for the TNNT2 cardiac marker, which demonstrated that most
cells were positive.

Quantitative analysis using real-time quantitative PCR (Figure 6 and Table Il in
the online-only Data Supplement) showed that desmin gene expression increased more
than 23-fold in differentiated cells. However, cells carrying the DES-p.Glu401Asp did not
show increased DES expression after cardiomyogenic differentiation. Analysis of the
genes selected in this study showed that 9 genes were overexpressed at least 2-fold in
cells from probands with mild symptomatology in comparison with healthy control
samples, and 40 genes were down- regulated at least 2-fold in the same samples. In
turn, samples from the proband with advanced cardiomy- opathy showed 11 upregulated
and 37 downregulated genes in comparison with healthy controls. It is interesting to note
that 4 of these genes were overexpressed and 24 downregulated in both the mild-
phenotype and severe-phenotype carrier samples in comparison with healthy control
samples.
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Figure 5. ADMSC differentiation analysis. Adherence and ex vivo growth pattern of ADMSCs isolated from 3 members of the family
studied, as determined by phase-contrast micros- copy, hematoxylin-eosin staining, and fluorescence microscopy, showing the
typical spindle-shape, elongated, and flat morphology of cells correspond- ing to healthy-control and mild-phe- notype carrier cases
and the reticular pattern shown by severe-phenotype carrier cells, with areas of the culture flask remaining uncovered by cells
(arrows). Scale bar=200 um. ADMSC indicates adipose-derived mesenchy- mal stem cell.
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Figure 6. Quantitative gene expression analysis.
Quantitative RNA analysis heatmap revealing relative
endoge- nous gene expression patterns  after
cardiomyogenic differen- tiation between the 2 DES-mutation
carrier cell lines studied (mild-phenotype patient and severe-
phenotype patient) and a healthy-control cell line. Colors
indicate the range of each gene’s expression with least
expression shown in red and highest expression shown in
green. For absolute quantitative values see Table Il in the
online-only Data Supplement.
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Plasmids and Cell Culture

Given the effect of DES mutations on filament forma- tion in vitro,* we attempted
to determine whether this is also the case for the novel mutation DES-p.Glu401Asp. We
used SW13 cells without any endogenous cytoplasmic intermediate filament protein
expression.** These experiments showed that both mutations p.Glu401Asp and
p.Glu401Lys, which have been previ- ously described,* disrupted the intermediate
filament structure in the transiently transfected cells. Both mutant desmins formed
cytoplasmic aggregates, whereas wild-type desmins formed regular filaments (Figure 7).

Desmin-WT Desmin-p.E401D Desmin-p.E401K

Figure 7. Desmin localization in transfected SW13 cells. It is worth noting that the DES muta- tion p.Glu401Asp and
the previously described mutation p.Glu401Lys form cytoplasmic aggregates (white arrows), whereas wild-type (WT)
desmin forms intermediate filaments of different size and shape. Green, fluorescein isothiocyanate—phalloidin; red,
desmin; scale bars=20 ym.
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DISCUSSION

The genes most commonly responsible for classic iIARVC/D are those that
encode for cardiac desmosomal proteins, being LV involvement and SCD commonly
reported because of DSP variants.®® Nevertheless, with the development of the
advanced imaging techniques available today, we know that biven tricular impairment is
common, with an even worse prognosis. Also, with the advent of massive parallel
sequencing techniques, nondesmosomal genes, such as TMEM43 ,"® TGFB3 ,*" PLN,®
and DES,* whose mutations generate an iARVC/D phenotype, have been discovered.
However, DES mutations more frequently produce a dilated or restrictive cardiomyopa-
thy phenotype, atrioventricular conduction disorder, and skeletal myopathy.® This study
provides strong evidence on the pathogenicity of this novel DES mutation as a cause of
biventricular inherited arrhythmogenic cardiomyopathy/dysplasia with dominant primary
LV affection, without conduction system ab- normality or traces of skeletal muscular
involvement. To our knowledge, this study involves the largest family of a single DES
mutation and provides accurate genotype-phenotype cosegregation data. It is based on
an interesting functional analysis that suggests the presence of a pathogenic mechanism
by which desminopathy is capable of producing an iIARVC/D phenotype. In addition, this
mutation was not present in healthy controls and does not appear in public databases
such as ClinVar or the Exome Aggregated Consortium database. Our results allow us to
classify DES p.Glu401Asp as pathogenic according to American College of Medical
Genetics and Genomics guidelines on the interpretation of genetic variants.?

DES mutations as a cause of iARVC/D were first described in 2009 as typically
affecting the right ventricle or causing severe biventricular dysplasia.***' Later, isolated
cases of single mutations causing iARVC/D, which involved limited or even with no
familial study, were presented.***** Information on the pathogenic mechanisms of DES
mutations to produce the inherited arrhythmogenic cardiomyopathy/dysplasia phenotype
is rare. Likewise, the reasons for their cardiac and skeletal expression variability are
poorly understood. Given the ability of desmin to form a network between the
cytoskeleton and desmosomes, the abnormal inter- action between both cellular
multiprotein complexes may lead to cellular adhesion defects. The desmin mol- ecule
contains 3 domains: a central a-helical rod do- main flanked by 2 globular N- and C-
terminal domains. The p.Glu401Asp mutation is located in segment 2B of the central rod
domain, a highly conserved region in vertebrates, where most DES mutations were
found previously.*® Mutations at this position could eventually produce a critical break in
the intra- and interhelical ionic bridges between desmin dimers, as already reported with
regard to the mutation p.Glu401Lys.35 The presence of this mutation could potentially
lead to a loss of structural integrity and, consequently, of cellular adhesion, which is
considered a crucial fac- tor in the pathogenesis of iIARVC/D. Our results corroborate the
hypothesis of a disruption in the cellular membrane structural integrity of cells affected
by mutation p.Glu401Asp. It is interesting to note that the phenotype exhibited by
mutation p.Glu401Asp differs considerably from that associated with mutation
p.Glu401Lys, which was described in a 20-year-old man with advanced atrioventricular
block and skeletal myopathy.*® This suggests that aspartic acid in position 401 is likely
involved in the specific development of the ARVC/D phenotype with no conduction or
skeletal muscle system involvement.

The histological study of the explanted heart of subject Ill.21 reveals affected
(fibrofatty tissue replacement) and more preserved myocardial zones. It is interesting to
note that, in the most preserved areas, cardiomyocytes showed an abnormal
organization of their contractile apparatus, which was less abundant and poorly
organized than in the control myocardium. Furthermore, the immunohistochemical study
showed lower expression of desmoplakin and plakoglobin in cell junctions and did not
detect any differences in connexin 43, as described elsewhere.*® The interaction
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between the rod region and tail of desmin, which contain recog- nition binding sites
implicated in the interaction with desmoplakin at the desmosome, has been previously
described.*” This means that the position of the mutation and the reduced presence of
desmoplakin in the heart tissue are in line with previously published data and could be
related to the increased risk of arrhythmic complications observed and to the iARVC/D
phe- notype. Regarding the slight decrease of plakoglobin in the intercalated disc, it could
be supported by previous studies, where a decrease of plakoglobin immunoreaction is
considered a consistent feature in patients with iIARVC/D.*® Surprisingly, in our study, we
did not observe desmin cytoplasmic aggregates in the cardiac tissue of heterozygous
carrier ll1.21, which appeared in transfected cells in vitro. It is well known that most of the
desmin mutations are characterized by desmin-positive sarcoplasmic aggregates.'”*°
However, it was demonstrated that desmin mutations (for example, the ¢.1289-2A>G
mutation) can manifest without the formation of these aggregates.’”® In our case, this
absence could be related to the patient’s heterozygous condition. Furthermore, we used
a strong cytomegalovirus promoter in vitro, which may provoke misfolding of the mutant
desmin in cell cultures. In addition, the patient’s disease stage could be characterized by
Z-disc disorganization and disruption of the intermediate filament network, but, with no
desmin aggregates, may also explain the discrepancy of in vivo and cell culture findings
of this study.*’ Finally, it is probable that this novel DES p.Glu401Asp mutation does not
result in the formation of desmin aggregates, but its pathogenic mechanism could be
related to an impairment of the adequate myofibril formation and 3-dimensional orga-
nization in the sarcoplasm. However, future studies are needed to elucidate the
pathogenic mechanism related to this novel desmin mutation.

Analysis of ADMSC cultures revealed early differences between control, mild,
and severe phenotypes, with striking cellular growth and adhesion defects in the patient
with the severe phenotype. Following its differentiation into cardiomyocytes, RNA
analysis showed that desmin expression was lower in the severe phe- notype carrier. In
addition, significant differences were detected in the RNA expression of different genes
as- sociated with cardiomyopathies or channelopathies. It is noteworthy that the lower
RNA expression levels of a wide variety of potassium channels in both carrier groups,
and the higher expression of SCNIB, a sodium channel with great arrhythmic potential,
as well, were found. We also detected differences in the RNA expression of certain
proteins between the mild and severe phenotype carriers (Figure 6 and Table Il in the
online- only Data Supplement). This could explain the variable clinical penetrance of
iIARVC/D observed in this family. These findings must be interpreted with caution, be-
cause their influence in vivo on the development of the disease remains unknown. In
addition, RNA levels do not necessarily correspond to those of functional proteins in the
myocardium. Incomplete clinical penetrance observed in this family is a common feature
of IARVC/D. Although genetic, epigenetic, and environmental fac- tors have been
proposed, the origin of the incomplete penetrance observed in this family mentioned
above is still unclear. Recent data suggest that a specific genetic background can lead
to an increased susceptibility to myocarditis as part of an active phase of the disease. In
our study, we did not find any myocarditis-like presentation, or suggestive data from
histological analysis. However, we cannot definitely discard this possibility in this case.
Future investigations are needed to address this issue.®’ It has even been suggested
that sex could play a role, because the disease is usually more severe in males.*? This
was also found in the case of the family described in our study; the 4 SCD events and
the 2 cardiac transplants occurred in men and, as Figure 3 shows, at an earlier age in
males than in females, some- thing described not only for p.Glu401Asp but also for other
DES mutations.®*** According to our data, cardiac events in p.Glu401Asp carriers are
particularly prevalent in men from 20 to 40 years, especially SCD, and life-saving
therapies such as cardiac defibrillators should be promptly indicated in these cases.

In conclusion, DES mutation p.Glu401Asp causes iARVC/D with predominant LV
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involvement in the absence of skeletal myopathy and conduction system disturbance,
with a high incidence of adverse clinical events. The pathogenic mechanism likely
corresponds to alterations in desmin dimer assembly and its con nection with membrane
proteins that disrupt the mem- brane and cell-cell adhesion integrity.
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anti-desmin, clone Y66

25 min at 95°C.

Overnight at 42C

Dilution
Antibodies Pretreatment Reference
Incubation time
Rabbit monoclonal Buffer EDTA pH8 1:75 PBS+tween20 Abcam:

Cat. No: ab32362

Mouse monoclonal
anti-Desmoplakin,

clone DPI/II 236.23.1

Buffer citrate
pH6

25 min at 95°C.

Ready-to-use

lhr/t

Acris Antibodies:

Cat.no: AM09122SU-N

Mouse monoclonal

anti-plakoglobin, clone PG 5.1

Buffer citrate
pH6

25 min at 95°C.

1:25 PBS+tween20

lhr/t

Acris Antibodies:

Cat. no: BM5100

Rabbit polyclonal

Anti-connexin 43 /GJA1

Buffer citrate
pH6

25 min at 95°C.

1:5000 PBS+tween20

Thilhr/t

Abcam:

Cat. No: ab11370

Immpress anti-mouse IgG

(peroxidase)

Ready-to-use

30 min.

Vector Laboratories

Cat.no.: MP 7402

Immpress anti-rabbit IgG

(peroxidase)

Ready-to-use

30 min.

Vector Laboratories:

Cat. No.: MP-7401
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Supplemental Table 2: Co-segregation and phenotype features

Carriers (n=23) Non-carriers (n=43) Value p

Age, years 38,6+21,5 45,8+17,9 p=0.150
Females, n (%) 13 (56,5) 19 (44,2) p=0.339
Arrhythmogenic 23 (100 %) 0 (0 %) p =0.00001
cardiomyopathy
phenotype
Events (n=25) (n=43)
Sudden death, n (%) 4 (16) 0 p=0.041
Cardiac transplantation, 2(8) 0 p=0.115
n (%)
Heart failure deaths, 2(8) 1(2,3) p=0.009
n (%)
AV block, n (%) 1(4) 1(2,3) p=0.545
Asymptomatic 15 (60) 41 (95,3) p=0.001
individuals, n (%)
Electrocardiogram (n=20) (n=42)
Sinus rhythm, n (%) 16 (80) 40 (95.2) p=0.079
PR, ms 156,8+33,22 158,8+31,9 p=0.831
QRS, ms 96,9+24,2 83,5+12,4 p=0.007
Epsilon wave, n (%) 2 (10) 0 p=0.104
Inverted T-wave*, n (%) 14 (70) 1(2,4) p=0.001
S wave, ms 48,80+17,61 31+7 p=0.001
Low voltaget, n (%) 12 (60) 4(9,5) »=0.001
Q wave, n (%) 3(9,1) 0 p=0.008

Data expressed as mean+SD or as absolute and percentage values. AV block=atrio-ventricular block; LBBB=left bundle branch
block; LAFB=left anterior fascicular block; LPFB=left posterior fascicular block. *Inverted T wave in at least 3 precordial consecutive

leads. TLow voltage as QRS below 5 mm in frontal leads and below 10 mm in precordial leads. N = 19 for S wave, Q wave and low
voltage values which are not assessable in patients with pacemakers.
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Supplemental Table 3. Average fold-change expression of each gene for the three cell types

studied.
::‘CE):JI'.I.’I;‘(HJIZ MILD- SEVERE- MILD-PHENOTYPE SEVERE-PHENOTYPE
GENE (BASAL PHENOTYPE PHENOTYPE VS. HEALTHY- VS. HEALTHY-
LEVELS) CARRIER CARRIER CONTROL CONTROL

ABCC9 0.37485 1.62223 0.32277 ./4‘32753T 0.86106
ACTN1 0.62804 0.23009 0.32891 0.36636* 0.52371
ACTR1A 0.94679 0.6132 0.54136 0.64766 0.57178
AFAP1 0.85164 1.23644 0.8051 1.45183 0.94535
AKAP9 1.03355 0.23941 0.42698 0.23164* 0.41312*

| ANK2 2.30319 0.89086 1.07958 0.38679* 0.46873*
ATP2A2 0.89712 0.31722 0.2882 0.3536* 0.32125*
ATP2B4 0.26699 0.13178 0.26052 0.49358* 0.97577
CACNA1C 1.5354 0.31034 0.41502 0.20212* 0.2703*
CACNA1D 7.37249 0.44794 4.00928 0.06076* 0.54382
CACNA1G 29.03732 28.00506 4.46191 0.96445 0.15366*
CACNA2D1 1.03869 0.34163 0.31447 0.3289* 0.30276*
CACNB2 10.61038 43.0647 1.69219 4.05873" 0.15948*
CALD1 0.56151 0.10225 0.22916 0.1821* 0.40811*
CALM1 0.51251 0.39632 0.40576 0.77329 0.79171
CALM2 0.28876 0.09212 0.27177 0.31902* 0.94116
CALM3 0.66462 0.25151 0.52244 0.37843* 0.78607
CAV3 10.40851 5.08932 1.61281 0.48896* 0.15495*
CCNA1 9.53847 2.77602 0.97142 0.29103* 0.10184*
CD36 4.94351 27.18741 3.57076 5.49962" 0.72231
DES 23.34169 0.08425 0.67582 0.00361* 0.02895*
DSP 0.55323 0.09914 0.40522 0.1792* 0.73246
GAPDH 1 1 1 1 1
GJA1 6.27905 0.60342 0.23851 0.0961* 0.03799*
GJAS 18.50405 6.48133 2.02842 0.35027* 0.10962*
GPD1L 1.62785 0.71305 0.91936 0.43803* 0.56477
HAND2 1.65023 0.71399 0.52511 0.43266* 0.3182*
ITGA2 0.16148 0.45289 0.43324 2.80462" 2.68293"
ITGA7 63.78739 5.39448 0.69433 0.08457* 0.01089*
JUP 3.38439 0.2625 22.96015 0.07756* 6.78413"
KCNAS 8.04724 9.02239 1.86604 1.12118 0.23189*
KCNE1 15.27384 6.42647 0.78489 0.42075* 0.05139*
KCNE1L 0.83943 0.35819 0.2538 0.42671* 0.30235*
KCNE2 5.83094 0.99076 5.77625 0.16991* 0.99062
KCNE3 2.58353 0.11532 2.79323 0.04464* 1.08117
KCNH2 10.959 3.99992 1.48776 0.36499* 0.13576*
KCNJ2 2.43261 9.22352 0.29276 3.79161" 0.12035*
KCNJ8 0.4561 0.51921 0.21412 1.13837 0.46946*
KRT18 1.08858 0.72546 2.54453 0.66643 2.33748"
KRT8 2.76621 1.18665 1.17562 0.42898* 0.42499*
LAMA1 3.7576 0.53022 0.70093 0.14111* 0.18654*
LAMA2 6.94451 1.32971 2.13218 0.19148* 0.30703*
LAMA3 0.29489 0.38479 7.56906 1.30486 25.6674 "
LAMAS 10.82171 1.20392 4.20427 0.11125* 0.3885*
LAMB1 2.05762 0.49964 1.39813 0.24282* 0.67949
LAMB3 0.17675 0.88923 0.59308 5.031" 3.35547"
LAMC2 0.18527 0.09426 2.38565 0.50877 12.87661"
LAMC3 1.03242 44.7637 75.10345 43.35803" 72.74506
LAMP2 0.94054 0.37311 0.38176 0.3967* 0.40589*
LMNA 0.67015 0.40258 0.55791 0.60073 0.83252
MST1R 6.13946 4.07908 1.50047 0.6644 0.2444*
NKX2-5 6.13766 27.89287 1.60672 4.54454 0.26178*
NPPA 1.6961 1.87195 0.44391 1.10368 0.26172*
NTN1 0.38644 2.85684 1.59976 7.39271" 4.13974'
PLP1 13.81188 8.29808 1.06397 0.60079 0.07703*
PRKAG2 1.14761 0.3782 0.4952 0.32955* 0.43151*
RANGRF 0.6157 0.28494 0.60884 0.46279* 0.98886
SCN1B 0.44925 0.35081 1.60832 0.78088 3.58001"
SCN3B 2.67196 1.20205 0.64583 0.44988* 0.24171*

| SCN4B 0.41837 0.10754 0.39776 0.25705* 0.95074

_SNTAl 0.7211 0.91762 1.20938 1.27253 1.67713
TGFB1 0.60009 0.18529 0.60485 0.30877* 1.00793
THY1 1.55788 0.09627 1.81337 0.0618* 1.164
TNF 8.87714 7.80576 1.55546 0.87931 0.17522*
TNNT2 226.44801 3.72025 2.52363 0.01643* 0.01114*
TRPM4 0.92799 0.65556 0.38497 0.70643 0.41484*
TUBA1A 0.25925 0.0952 0.30771 0.36721* 1.18692
TUBA3C 11.23201 10.19527 1.32242 0.9077 0.11774*
TUBA4A 0.26664 0.4127 0.95647 1.54778 3.58712"
TUBB3 2.96315 2.26394 0.90063 0.76403 0.30394*
VIM 0.43189 0.69639 2.40359 1.61242 5.56528"

Values in columns on the left correspond to relative expression of each gene after cardiomyogenic differentiation (fold-
change of differentiated cells vs. non-differentiated cells). Columns on the right show the relative increase or decrease
for each gene as compared to healthy-control basal levels. Genes showing at least a 2-fold decrease relative to basal
levels are labeled with an asterisk (*); genes showing at least a 2-fold increase are labeled with two asterisks (1).
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Supplemental Figure 1: List of genes included in the NGS panel.

AARS2, ABCC9, ACAD9, ACADVL, ACTAI, ACTA2, ACTCI,
ACTN2, AGK, AGL, AGPAT2, ALMSI1, ANK2, ANKRDI, ATPAF2,
BAG3, BRAF, BSCL2, CALR3, CASQ2, CAV3, CBL, CO12, COX15,
COX6BI1, CRELDI1, CRYAB, CSRP3, CTFI, CTNNA3, DES, DLD,
DMD, DNAJC19, DOLK, DSC2, DSG2, DSP, DTNA, ELN, EMD, EYA4,
FAH, FHLI, FHL2, FHOD3, FKRP, FKTN, FLNA, FLNC, FOXD4,
GAA, GATA4, GATA6, GATADI1, GFM1, GJAI1, GJAS, GLA, GLBI,
GNPTAB, GUSB, HCN4, HFE, HRAS, JAGI, JPH2, JUP, KCNH2,
KCNJ2, KCNJ8, KCNQI, KLF10, KRAS, LAMA2, LAMA4, LAMP2,
LDB3, LIAS, LMNA, MAP2K1, MAP2K2, MIBI, MLYCD, MRPL3,
MRPS22, MTOI1, MURC, MYBPC3, MYHI11, MYH6, MYH7, MYL2,
MYL3, MYLK2, MYOT, MYOZ2, MYPN, NEBL, NEXN, NKX2-5,
NOTCHI, NRAS, OBSLI1, PDHAI, PDLIM3, PHKAI, PITX2, PKP2,
PLN, PMM2, PRDMI16, PRKAG2, PSENI1, PSEN2, PTPN11, RAFI,
RBM20, RYR2, SCNSA SGCA, SGCB, SGCD, SHOC2, SLC22AS,
SLC25A4, SMAD3, SOS1, SPREDI, SURFI, TAZ, TBXI, TBX20,
TBXS, TCAP, TGFB3, TMEM43, TMEM70, TMPO, TNNCI, TNNI3,
TNNT2, TPM1, TRIM63, TSFM, TTN, TTR, TXNRD2, VCL.
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Supplemental Figure 2: Desmin mutation Glu401Asp.

OA(‘N!(‘W of Transcript NM_001927.3
- ama o ) B p—

B C

Human  KMALDVEIATYRKL
Rat KMALDVEIATYRKL
Mouse KMALDVEIATYRKL
Chicken ~ KMALDVEIATYRKL
Frog KMALDVEIATYRKL
Tetraodon KMALD IEIATYRKL
Zebrafish KMALDVEIATYRKL

Mutation KMALDVDIATYRKL

A. Localization of residue 401 in coil 2B of helical alpha central rod domain. B: Sanger
sequencing electropherogram of mutation. C. Species alignment reveals high degree of

conservation of aspartate 401.

Supplemental Figure 3: Adipose-derived mesenchymal stem cells differentiated to the

cardiomyogenic phenotype

Illustrative images corresponding to non-differentiated ADMSCs (A and D) and ADMSCs
differentiated to the cardiomyogenic phenotype (B, C and E) analyzed by phase contrast

microscopy (A, B and C) and TNNT2 immunocytochemistry (D, E)
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