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Hemos determinado la prevalencia de mutaciones con-
sideradas malignas en los genes de la cadena pesada de
la betamiosina (MYH7, 11 mutaciones) y la troponina T
(TNNT2, 5 mutaciones) en 30 pacientes con miocardio-
patia hipertrofica (MCH) menores de 60 anos, de los que
el 83% tenia antecedentes familiares de MCH y/o muerte
subita. Empleamos la reaccion en cadena de la polimera-
sa (PCR) seguida de digestién con una enzima de restric-
cién y electroforesis en geles de agarosa.

El analisis directo nos permitié identificar alguna de las
16 mutaciones en 2 de los 30 pacientes (7%): una mujer
diagnosticada a los 25 afnos era portadora de la mutacion
MYH7-453 cisteina, y otra mujer, de 60 anos, era porta-
dora de la mutacion TNNT2-278 cisteina. Estos casos
ilustran la gran heterogeneidad clinica que caracteriza a
los portadores, que van desde la hipertrofia grave o la
muerte subita temprana hasta la ausencia de sintomas
en edades avanzadas de la vida.

Palabras clave: Miocardiopatia hipertrofica. Muerte su-
bita. Cadena pesada de la betamiosina. Troponina T
cardiaca. Mutaciones.

Direct Detection of Malignant Mutations in Patients
With Hypertrophic Cardiomyopathy

We determined the prevalence of mutations considered
malignant in the genes for beta-myosin heavy chain
(MYH7, 11 mutations) and troponin T (TNNT2, 5 muta-
tions) in 30 patients with hypertrophic cardiomyopathy
aged 18 to 60 years, 83% of whom had familial antece-
dents of hypertrophic myocardiopathy or sudden death.
Mutations were identified with polymerase chain reaction
followed by restriction enzyme digestion and agarose gel
electrophoresis.

Direct analysis identified 16 mutations in 2 of the 30 pa-
tients (7%): one women diagnosed at the age of 25 years
as carrying the MYH7453cysteine mutation, and a 60-
year-old women with the TNNT2278 cysteine mutation.
These cases illustrate the considerable clinical heteroge-
neity that characterizes carriers of these mutations.
Clinical manifestations can range from severe hyper-
trophy or early sudden death to the absence of symptoms
up to advanced age.

Key words: Hypertrophic cardiomyopathy. Sudden car-
diac death. Beta-myosin. Troponin T. Mutations.
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INTRODUCCION

La miocardiopatia hipertréfica (MCH) afecta a uno
de cada 500-1.000 individuos'. A pesar de que el es-
pectro clinico de la enfermedad es muy variable, la es-
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timacion del riesgo se basa actualmente en criterios
clinicos®™.

Aproximadamente la mitad de los casos presenta
antecedentes familiares, y tendria mutada una de las 2
copias de alguno de los genes que codifican proteinas
del sarcémero’. Las mutaciones en los genes de la ca-
dena pesada de la betamiosina (MYH?7) y de la tropo-
nina T cardiaca (TNNT2) darian formas graves, con un
riesgo elevado de muerte stbita (MS)*”. Sin embargo,
algunos portadores manifiestan hipertrofia ligera, y al-
gunas mutaciones en el gen TNNT2 no provocan hi-
pertrofia visible mediante ecocardiografia, pero ele-
van el riesgo de MS. En general, no se puede
establecer una relacién total entre una mutacién y un
prondstico determinado®®.
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TABLA 1. Principales caracteristicas de los 30
pacientes con miocardiopatia hipertréfica

Total 30
Varones/mujeres 16/14

Edad media al diagnéstico 46 afos (intervalo, 18-60)
Grosor de la pared ventricular izquierda

13-16 mm 5 (16%)
17-19 mm 7 (23%)
>19mm 18 (61%)
Hipertrofia concéntrica 11
Con asimetria septal 19
Con gradiente (intervalo, 16-130 mmHg) 16
Con antecedentes familiares 16 (54%)
Edad media 44 afos (intervalo, 24-60)
Sin antecedentes familiares 14 (46%)
Edad media 37 afios (intervalo, 20-56)
Antecedentes familiares de muerte stbita 9 (30%)

En este estudio nos hemos propuesto definir el valor
del andlisis directo de algunas mutaciones considera-
das malignas con el fin de determinar su utilidad en la
posible toma de decisiones clinicas en personas con
antecedentes de MCH.

PACIENTES Y METODO
Pacientes

Los 30 pacientes tenfan entre 18 y 60 afios (edad en
el momento del diagndstico) y presentaban una hiper-
trofia ventricular esencial (no secundaria a otras cau-
sas) de al menos 13 mm. En 25 casos se pudo consta-
tar antecedentes familiares de MCH o MS (tabla 1). El
estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacion del Hospital Central de Asturias, y todos
los pacientes dieron su consentimiento para participar.

Analisis genético

Se obtuvo el ADN de los pacientes a partir de los
leucocitos de 10 ml de sangre empleando un método
de precipitacién salina'®. Los exones de cada paciente
se amplificaron utilizando la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), con cebadores diseiados a partir de
las secuencias de los 2 genes (tabla 2). Las reacciones
fueron digeridas con una endonucleasa de restriccion
(New England Biolabs o Boehringher Mannheim).
Los fragmentos de cada digestiéon se separaron me-
diante electroforesis en geles de agarosa al 3% que,

TABLA 2. Mutaciones estudiadas en los genes MYH7y TNNT2y secuencias de los cebadores empleados

para amplificar los exones

Mutaciones Exén Cebadores
Gen MYH7

R403Q* S: 5’-CAGGCATGAACCACACACCTG-3
R403L 13 A: 5-TCTCATCCCACCATGCCAGT-3’
R403W
R453C* 14 S: 5-TCACTCTTCCCAACAACCCTG-3

A: 5-AGAAATAGCTGTTGAATGTGGG-3
VB06M* 16 S: 5-GCAGAATCCATGTCACCTGTGTGA-3

A: 5-AATTGACCTGGCTCAGAACCTTG-3
G716R* S: 5’-CAGAACCCAGAACTTCAGTCCAGT-3

A: 5-CCCACCTCTGCCGGAAGTCCG-3
R719Q 19
R719P S: 5’-CAGAACCCAGAACTTCAGTCCAGT-3
R719W* A: 5’-CCCATTCCCATCAGGGCA-3’
R723G* 20 S: 5-ACTCTGGAGACTTCCCTCCTCAGGA-3’
R723C A: 5’-AGCATCAGAGGAGTCAATGGAA-3’

Gen TNNT2

179N* 8 S: 5-GCCCTGCCTGTCCTGGACAC-3

A: 5’-CCCACCTATGCTCTACCCCAG-3
R92wW*
R92Q 9 S: 5’-GTCTAGCCCACCCATCTCTCCT-3
R92L A: 5’-GAGGTGGGGCCTCACAAAAG-3’
R278G* 16 S: 5’-CATGGTGACCTACTACCCTGC-3

A: 5’-GTGTGGGGGCAGGCAGGA-3’

*Mutaciones relacionadas con formas malignas de miocardiopatia hipertréfica.
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Fig. 1. Patrones electroforéticos co-
rrespondientes a los exones 14 del A
gen MYH7 (A) y 16 del gen TNNTZ
(B). A: en el caso del gen MYH7, la di-
gestion del fragmento amplificado con
la enzima de restriccion Nlalll permite
visualizar el alelo normal, que no di-
giere (banda de 270 bases) de la mu-
tacion (bandas de 154 y 156 bases),
que cambia el aminoécido en la posi-
cién 453 (arginina a cisteina). El carril
2 corresponde al paciente portador de
la mutacion y los carriles 1, 3,4,y 5, a
pacientes sin la mutacion. El carril 6

contiene el marcador de tamafio de

los fragmentos de ADN. B: tras digestion del fragmento amplificado con la enzima BstUl, se puede distinguir el fragmento con la mutacion que
cambia el aminodcido en la posicion 278 del gen TNNTZ (arginina a cisteina, banda de 263 bases) del alelo normal (bandas de 192 y 71 bases). Las
lineas 1, 5y 6 corresponden a pacientes sin la mutacion, y las lineas 2, 3y 4, a una paciente con la mutacion, su hermana y su hija. El carril 7 con-

tiene el marcador de tamafios.

una vez tefiidos con bromuro de etidio, permitieron vi-
sualizar la presencia de bandas correspondientes a las
secuencias normales o mutadas. Las mutaciones asi
identificadas fueron confirmadas mediante secuencia-
ciéon automdtica, empleando un sistema ABI310
(Applied Biosystems).

RESULTADOS

Hallamos alguna de las 16 mutaciones en 2 de los
30 pacientes: MYH7-R453C y TNNT2-R278C (figs. 1
y2).

Caso 1

La mutacién R453C en el exén 14 del gen MYH7
fue hallada en una mujer de 44 afios diagnosticada de
MCH a la edad de 25 afios. Posteriormente, manifestd
sintomatologia que coincidi6 con la aparicién de fibri-
lacién auricular, que no pudo ser revertida a ritmo si-
nusal después de cardioversion eléctrica. Actualmente
presenta un grado funcional III/IV de la NYHA (New
York Heart Association) para disnea y una presion ar-
terial (PA) de 110/85 mmHg sin soplos y con signos
de fallo cardiaco derecho. El electrocardiograma
(ECG) mostré una arritmia completa por fibrilacién
auricular, y el ecocardiograma una hipertrofia septal
asimétrica del ventriculo izquierdo (VI; 17 mm de sep-
to y 12 mm de pared posterior), sin gradiente ni movi-
miento sistélico anterior subvalvular. El Holter repeti-
do no detecté arritmias ventriculares. Su hijo habia
fallecido de MS a la edad de 17 afios, sin que existie-
ran otros antecedentes familiares conocidos de la en-
fermedad.

Caso 2

La mutaciéon R278C en el gen TNNT2 se hall6 en
una mujer de 60 afios, sin antecedentes familiares, que
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Fig. 2. Fragmento de las secuencias de los genes MYH7 (A) y TNNT2
(B), correspondientes a los codones que presentan las mutaciones. En
los 2 casos se indica con una flecha el nucledtido mutado, que apare-
ce como un pico de un solo color en la secuencia normal o de colores
en la secuencia de los portadores de la mutacién (que tendran una co-
pia normal y una copia mutada).

habia sido diagnosticada a la edad de 49 afios de una
hipertrofia septal asimétrica. Habia tenido episodios
de sincope, disnea, mareos y palpitaciones, y la eco-
Doppler puso de manifiesto una hipertrofia septal asi-
métrica no obstructiva con un septo de 22 mm y pared
posterior de 12 mm, sin gradiente intraventricular, flu-
jo diastélico mitral normal, patrén de relajacion del VI
retrasado y una auricula izquierda dilatada de 47 mm.
Pudimos estudiar a una hermana y a una hija de esta
paciente, de 45 y 30 afios, respectivamente, que eran
portadoras de la mutacién, pero tenian un VI no hiper-
tréfico, con funcién Doppler normal.
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DISCUSION

La miocardiopatia hipertréfica es una enfermedad
genéticamente compleja: se han identificado mdas de
150 mutaciones en al menos 11 genes que codifican
proteinas sarcoméricas™!!. Una primera aproximacién
al andlisis genético seria determinar en los pacientes la
presencia de alguna de las mutaciones conocidas, es-
pecialmente las que han sido relacionadas con un mal
prondstico. Asi, Ackerman et al analizaron las muta-
ciones R403Q, R453C, G716R y R719W en el gen
MYH7, y la mutaciéon R92W del gen TNNT2, en 293
pacientes con MCH, y sdlo hallaron alguna de ellas en
3 pacientes, todos menores de 25 afios'%. El hecho de
que sélo encontrasen mutaciones en el 1% de los pa-
cientes llevo a estos autores a concluir que su determi-
nacidn rutinaria seria poco util. Este porcentaje es mas
bajo que el hallado por nosotros (7%), aunque
Ackerman et al estudiaron a pacientes con un espectro
fenotipico mds amplio que los nuestros, incluyendo
formas de aparicion tardia (con pacientes de hasta 89
afos), mientras que nosotros incluimos a pacientes
menores de 60 afios. En conjunto, estos resultados su-
gieren que el andlisis directo de las mutaciones en es-
tos genes seria mads 1til en las formas graves y/o pre-
coces de MCH, aunque en la mayoria de los casos la
unica forma de identificar alguna mutacion en estos
genes seria la secuenciacion de todos sus exones.

En la toma de decisiones clinicas sobre los portado-
res, deberia valorarse el hecho de que no se ha podido
establecer una correlacidn total entre esas mutaciones
y el desarrollo de hipertrofia grave o MS. En nuestro
estudio, una paciente de 44 afios era portadora de la
mutacion R453C en el gen MYH?7 y su hijo habia falle-
cido de MS a los 17 afios. Aunque no se pudo determi-
nar la presencia de la mutacién en el hijo, cabe supo-
ner que seria portador. Una paciente que habia sido
diagnosticada de MCH grave era portadora de la muta-
cion R278C en el gen TNNT2, mientras que una her-
mana y una hija eran también portadoras, pero no pre-
sentaban signos de hipertrofia. Estos 2 casos ilustran
la heterogeneidad fenotipica en los portadores de mu-
taciones tradicionalmente consideradas malignas, que
van desde la hipertrofia grave o MS precoz a su ausen-
cia a una edad avanzada.

Limitaciones del estudio

Nuestro estudio presenta dos limitaciones. En pri-
mer lugar, analizamos un nimero reducido de pacien-
tes. Por otro lado, nuestros resultados no reflejan el
espectro mutacional real de estos genes, sino la inci-
dencia de varias mutaciones previamente descritas.
Para conocer la frecuencia de mutaciones en MYH7 y
TNNT?2 seria necesario secuenciar todos los exones de
estos genes.

135

CONCLUSIONES

Nuestra experiencia indica que el andlisis directo de
las 16 mutaciones en los genes TNNT2 y MYH7 per-
mitirfa identificar la base genética de la MCH en cerca
del 7% de los casos, independientemente de la existen-
cia de antecedentes familiares. Este método podria ser
util como primera aproximacion al diagndstico genéti-
co.
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