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1 Resumen.

El nodo sinusal (NS) es una regidon especializada del corazén encargada de la actividad
marcapasos, generando de forma espontanea el latido cardiaco y regulando la frecuencia de
este. Dentro de esta regidn, el presente estudio va a investigar mutaciones en los canales HCN,
de los que se conocen cuatro isoformas HCN1-HCN4, en concreto se centrara en la isoforma
HCN4, al ser esta la mds representada en el NS. El objetivo del estudio es poder asociar esas
mutaciones como causa de canalopatias. Para ello, se describen un conjunto de
investigaciones de casos de pacientes portadores de mutaciones en el canal HCN4 que
presentaban cardiopatias. Con la informacién recogida se ha podido establecer una sélida
asociacion de las mutaciones en el canal HCN4 con la disfuncion del nodo sinusal (SND), con
cuadros de bradicardia sinusal familiar, fibrilaciéon auricular (FA) y con la miocardiopatia no
compactada del ventriculo izquierdo (LVNC).

Palabras clave: canalopatia, HCN4, nodo sinusal (NS), mutacién, disfuncién del nodo sinusal
(SND), bradicardia sinusal, fibrilacion auricular (FA) y miocardiopatia no compactada del
ventriculo izquierdo (LVNC)

2 Abstract.

The sinus node (SN) is a specialized region of the heart responsible for pacemaker activity,
spontaneously generating the heartbeat and regulating its frequency. Within this region, this
study will investigate mutations in HCN channels, of which four HCN1-HCN4 isoforms are
known, specifically focusing on the isoform HCN4, since it is the most represented in the SN.
The goal of the study is to be able to associate these mutations as a cause of channelophaties.
To this end, a set of investigations regarding cases of patients with HCN4 channel mutations
with heart disease are described. With the information collected, a strong association of
mutations in the HCN4 channel could be established with sinus node dysfunction (NSD), with
familial sinus bradycardia profiles, atrial fibrillation (AF) and left ventricular noncompaction
cardiomyopathy (LVNC).

Key words: channelophaties, HCN4, sinus node (SN), mutation, sinus node dysfunction (SND),
sinus bradycardia, atrial fibrillation (AF) and left ventricular noncompaction cardiomyopathy
(LNVC)

3 Introduccion.

Para que el corazon pueda desempeiiar su papel de una forma adecuada depende de la
actividad marcapasos, ya que esta es la responsable de la generacién espontanea del latido
cardiaco y de regular la frecuencia cardiaca. Esta funcidén recae en una regién altamente
especializada anatomofuncionalmente que se denomina nodo sinusal (NS) o de Keith-Flack.

Fueron Keith y Flack en 1907 los que por primera vez describieron el NS como una estructura

anatémical. Desde entonces gracias a los avances que han experimentado las técnicas de
investigacidn, con técnicas como la de patch clamp, para el estudio de canales idnicos
cardiacos, asi como al desarrollo de la biologia molecular, se ha conseguido que el
conocimiento sobre estas estructuras haya crecido de forma exponencial.

El sistema de conduccion del pontencial de accidn cardiaco se genera en el NS que estd
localizado en la parte superior y anterior de la auricula derecha (fig 1). De ahi pasa al nodo
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auriculoventricular o de Aschoff-Tawara desde donde se extiende al haz de His, que da lugar
a dos ramasy llega a la red de Purkinje.?

~ Nodo
sinoauricular

Plano friboso

Rama izquierda
del haz de His

Nodo AV

Fibras de

Haz penetrante Purkinje

de His Rama derecha del
haz de His

Fig. 1. Representacion esquematica del sistema de conduccion cardiaco (en rojo).
El haz penetrante de His perfora el plano fibroso auriculoventricular (AV)2.

La organinacion morfofuncional en el NS esta muy especializada, dicha organizacion presenta
un gradiente creciente de acoplamiento entre las células marcapasos del NS y las células del
miocardio auricular. Quedando una zona central mds desacoplada, en donde las células del
NS estdn mas aisladas, impidiendo asi que las corrientes electricas del resto del tejido afecten
a su funcién y una zona periferica mucho mas acoplada, donde se favorece la trasmision de
impulsos al resto del tejido auricular3.

Estructura y funcion de los canales HCN.

La capacidad de las células marcapasos del NS de generar de forma espontdnea vy ritmica
potenciales de accién reside en la expresién de canales idnicos HCN (canales activados por
hiperpolarizacion y regulados por nucleétidos ciclicos), que pertenecen a la superfamilia de
canales activados por voltage y tambien estdn relacionados con los canales CNG (canales
regulados por nucleétidos ciclicos) y con los canales K* dependientes de voltaje (Ky). Estos
canales no sélo se encuentran en los miocitos cardiacos, tambien estan presentes en neuronas
y en fotorreceptores de la retina. La apertura de estos canales en las células marcapasos va a
desencadenar una lenta despolarizacién diastélica denominada corriente Funny (lf). Cuando
esta alcance el umbral de disparo sera cuando se produzca el potencial de accién. La corriente
ls se caracteriza por: tener una naturaleza iénica mixta de Na* y K*, desencadenarse su fase de
activacion durante la hiperpolarizacidén con valores de voltaje de entre -60 y -70 mV y estar
modulada por AMPc*>,

Los canales HCN estan compuestos por cuatro subunidades que juntas forman un poro
central. Dentro de los mamiferos se han descrito cuatro isoformas distintas para estas
subunidades HCN1-HCN4, las cuales para constituir un canal funcional habran de organizarse
en forma de tetramero, que en funcién de su combinacidon podran ser homoméricos o
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heteroméricos (fig 2). Cada subunidad estard compuesta por una regién N-terminal
intracelular, seis dominios transmembrana (S1-S6), una regién de poro (P) comprendida entre
S5-S6, y el extremo C-terminal intracelular el cual contiene el dominio de unidn de nucledtidos
ciclicos (CNBD), que es homdlogo a las regiones de unién a nucledtidos ciclicos de otras
proteinas como la del canal CNG. El dominio S4 sera el responsable de detectar las variaciones
en el voltaje actuando como sensor (fig 2)>%”. La regién de poro contiene el motivo GYG
(glicina-tirosina-glicina) que es caracteristico de los canales selectivos de K*, pero el residuo
de aspartato que sigue a este motivo en los canales de K* en los HCN esta sustituido por una
carga positiva o un residuo neutro (arginina en HCN1; alanina en HCN2). Ademads, en los
canales HCN falta un cluster conservado de residuos de treonina entre el extremo N-terminal
y el motivo GYG. Estos cambios en la secuencia de la regién de poro explicarian la mayor
permeabilidad del Na* en los canales HCN*.

Pore
Extracellular

OOOOOO(X;\"\ ; /é)OOOOCXX)

Intracellular

DO00O0
C-inker

Figura 2. Estructura del canal HCN.
Modificada de (Postea & Biel, 2011)".

Regulacion corriente Is.

Que las concentraciones citoplasmaticas de AMPc regulen los canales HCN de la corriente I
implica que los sistemas que sean capaces de modular dichas concentraciones intracelulares
podran influir en la frecuencia cardiaca. Este es el caso del sistema nervioso auténomo (SNA),
el cual a través de SN simpatico liberara noradrenalina sobre los recetores B1-adrenérgicos
del corazén estimulando la adenilato ciclasa que aumentard los niveles de AMPc, lo que
aumentara la frecuencia cardiaca, es decir, tendra un efecto cronotrépico positivo. También
el SN parasimpatico podra influir, pero en este caso de la forma contraria ya que la liberacién
de acetilcolina en los receptores muscarinicos (M2) de corazon inhibira la adenilato ciclasa y
disminuira las concentraciones de AMPc que conducird a una reduccién de la frecuencia
cardiaca y por lo tanto un efecto cronotrépico negativo. Esto se vera representado en las
graficas con un aumento o disminucidn de la pendiente de la corriente I¢°.
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0 a,b c are pacemaker potentials:
= control
b = during sympathetic stimulation
¢ = during parasympathetic stimulation
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Figura 3. Efectos de la estimulacion del SN simpdtico y parasimpatico
sobre el potencial de accidn de las células del NS8.

Distribucion de las isoformas de los canales HCN en el corazén.

De acuerdo con estudios de deteccion de ARNm en tejido cardiaco en mamiferos como ratas
y conejos, dentro de las cuatro isoformas conocidas de HCN solo se encontrd una presencia
relevante de las isoformas HCN1, HCN2 y HCN4 en el corazén. Estando estas distribuidas de
una forma heterogenea, asi en el NS se encuentran principalmente HCN4 suponiendo
alrededor del 80% y HCN1 alrededor del 18% del total de ARNm de HCN. En las fibras de
Purkinje se dio una situacidon similar siendo HCN4 y HCN1 las isoformas prevalentes. En
cambio, en cardiomiocitos de la auricula y el ventriculo se encontré la presencia de HCN2 y
HCN4, siendo la isoforma HCN2 la prevalente®1°, Posteriormente en un estudio se llevé a cabo
un mapeo molecular de la expresién del canal HCN del NS en el corazén humano, en dicho
estudio se aislé tejido humano del NS y se estudié cuantitativamente la distribucion selectiva
de la proteina HCN y la prevalencia en el NS humano y en tejidos auriculares, el estudio se
llevd a cabo con las técnicas de inmunotransferencia e inmunohistoquimica. Segun los
resultados que se obtuvieron la proteina HCN1 se expresa principalmente en el NS humano
en lugar de en las auriculas, mientras que la expresion de HCN2 y HCN4 es aproximadamente
4 a 6 veces mayor en el tejido marcapasos del NS que en el miocardio auricular derecho
circundante, concluyendo el estudio con que la proteina HCN1 podria ser junto con la proteina
HCN4 marcador de zonas con funcién marcapasos?!?.

Concepto de canalopatia.

Las canalopatias son un grupo de enfermedades que subyacen a disfunciones en los canales
idnicos que forman parte del cuerpo humano. Pueden estar causadas por mutaciones
genéticas, que alteran el material genético que codifica las proteinas que conforman el canal
idnico, o por causas adquiridas, como por ejemplo enfermedades autoinmunes. Teniendo en
cuenta la distribucion de los canales idnicos en el cuerpo humano, este tipo de patologia se
podra manifestar en distintos sistemas del organismo, como en el sistema cardiaco, sistema
respiratorio, sistema nervioso, etc'?13,
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4 Objetivo.

El objetivo del presente estudio consiste en realizar una revisidon bibliografica de la
informacién disponible acerca de las canalopatias del canal HCN4 como causa de patologias
cardiacas, en concreto de la disfuncion del nodo sinusal. De las cuatro isoformas conocidas el
estudio se centrard en la HCN4 ya que es la isoforma prevalente en el NS, lo cual sugiere un
papel clave en la generacion del potencial de accién primario en las células marcapasos.

5 Resultados y discusién.

En el afio 2003 se publicd uno de los primeros estudios en el que se planteaba la hipétesis de
que existia una asociacién entre la disfunciéon del NS (SND) idiopatica con mutaciones en el
gen que codifica el canal HCN4.

Segun el manual Merk de diagndstico y terapia: la disfuncidn del nodo sinusal abarca varios
trastornos que generan frecuencias auriculares inapropiadas desde el punto de vista
fisioldgico. Sus sintomas podrian ser minimos o consistir en debilidad, intolerancia a los
esfuerzos, palpitaciones y sincope. Ademas, incluye: bradicardia sinusal inapropiada,
bradicardia con taquicardia auricular alternante (sindrome de bradicardia-taquicardia),
parada o detencion sinusal, bloqueo de salida sinoauricular (SA)*.

En este primer estudio se detecté en un paciente con SND idiopatica una mutacién en el gen
HCN4, que consistia en la delecién heterocigética de una base (1631 del C) en el exén 5. La
mutacion provocd un cambio en el marco de lectura que dio lugar a un marco de lectura
abierto acortado y, por lo tanto, eliminé del HCN4 el CNBD (fig 4).

HCN4-573X

COoO

NH,*

Figura 4. Estructura del canal HCN4 (izq.). Estructura del canal HCN4-573X,
con extremo C-terminal reducido y sin region CNBD (dch)**

Una vez se detectd la mutacion, se reprodujeron in vitro los canales HCN4-573X en células
COS-7 para estudiar una posible alteracidn funcional. Los resultados mostraron que el paso
de iones a través del canal no se vio alterado, pero que estos eran insensibles a los cambios
de concentracién de AMPc. Teniendo en cuenta que la mutacion presentaba un caracter
heterocigoto, también se estudio la coexpresion HCN4/HCN4-573X, viéndose que en este caso
seguia sin mostrar sensibilidad al AMPc, teniendo por lo tanto la mutacidon un caracter
dominante negativo. Los resultados aportados por las pruebas in vitro sustentaban la
hipdtesis que asociaba la mutacidon como causa de la bradicardia sinusal de la paciente y de la
incompetencia cronotrépica. En cambio ante no haber podido recoger mas informacion
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acerca de la transmision de la mutacion en los parientes de la paciente, quedando asi como
una caso aislado, y no poder aportar mas pruebas genéticas no se pudo establecer de forma
concluyente una asociacion causal entre la mutacién del canal HCN4 y el fenotipo de SND de
la paciente®>.

Ese mismo afio se presenta otro estudio en el que se analizé pacientes con SND enfermedad
de conduccion cardiaca progresiva y fibrilacién ventricular para detectar en ellos posibles
mutaciones en el gen HCN4 que pudieran estar relacionadas con arritmias cardiacas. Dentro
de los pacientes seleccionados para el estudio se descartd a aquellos que presentasen alguna
mutacion en genes que ya estaban relacionados con estas patologias cardiacas. De los
pacientes restantes en uno se encontré una mutacidn que se trataba de una transicion de
guanina por adenina en el exén 5, lo que resulto en un remplazo de aminodcidos cambiando
Asp (GAC) por Asn (AAC) en el codon 533 (HCN4-D533N). Esta mutacion se detecté en la
region de enlace entre el dominio S6 y el CNBD. Se trataba de una paciente que padecia
sincopes recurrentes, bradicardia severa, prolongacién del tramo QT y taquicardia ventricular
polimérfica. Esta misma mutacion se encontré en tres miembros de la familia de la paciente
indice, que también presentaban un fenotipo patoldgico similar al de esta, mostrandose en
todos ellos de una forma heterocigética (fig 5).

.
¢ S

aTe “J; &; lﬁ (!) L] 040

Figura 5. Arbol genealdgico de la paciente indice con mutacién HCN4-D533N. Las
figuras en negro representan a los miembros de la familia portadores de la mutacion?®.

El estudio funcional in vitro de la mutacion D553N mostré que en estos casos la expresion del
canal en la membrana celular estaba disminuida, situacion que también se daba cuando se
coexpresaba con el HCN4 de tipo salvaje. Esto se asocié con una diminucidn de la corriente I¢
como consecuencia de un defecto en el transporte del canal HCN4. Teniendo esta mutacidn
un caracter dominante negativo.

A pesar de que estos datos sugerian que la disfuncion de HCN4 podria estar asociada con NSD
y con el fenotipo cardiaco que expresaban los pacientes afectados, los datos no llegaban a ser
suficientes como para establecer una causalidad concluyente entre la mutacion HCN4-D553N
y las arritmias cardiacas?®.

Afos después otro estudio sobre esta misma mutacidn obtuvo unas conclusiones distintas, ya
gue en su caso no se aprecid una disminucidn en la expresién del canal en superficie, ni que
este tuviese un caracter dominante negativo sobre el HCN4 de tipo salvaje. Es decir, que la
disfuncién del canal HCN4 no estaba relacionada con un defecto en el transporte del canal. En
este segundo estudio se propuso que los resultados obtenidos que atribuian la disfuncién a
un defecto en el transporte del canal se debian a que los estudios in vitro se realizaron
introduciendo la mutacién en material genético de conejo en vez de en su homélogo humano
y a que en el estudio la GFP, utilizada como marcador para visualizar el canal se fijé en el
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extremo C-terminal, pudiendo esta unién alterar la contribucion de esta zona al normal
transporte del canal a la superficie celular. En cambio, en este estudio se sugiere que la
perdida de funcidn esta relacionada con el papel que presenta el extremo C-terminal, en
concreto la regién entre el S6 y el CNBD, en la regulacion de apertura y cierre canal, viéndose
esta modificada por la mutacién D553N que se encuentra en esta region. Ya que en dicha
mutacion al cambiar un Asp por Asn se alteran las interacciones electrostaticas en las que la
region D553 estd implicada. Se pierde la carga negativa del Asp que interaccionaba con un
puente salino de una zona adyacente a D553N con el CNBD (fig 6). Esta modificacion implica
una estabilizacidn del puente salino, que supone que se altere el normal movimiento de esta
regidn y, por lo tanto, que se vea deteriorada la funcidn reguladora de la region del extremo
C-terminal sobre el canal y la sensibilidad del CNBD al AMPc 7.

460650

4[795157\.93»»_%9
202008080

Figura 6. Representacion del canal HCN4 y de las interacciones de los extremos
intracelulares del mismo. En (B) y en (C) se representa la interaccién normal de
la regién D533 con el puente salino y con otras regiones. En (D) se representa
la estabilizacién de la zona al sufrir la mutacion en la region D533/,

Los datos de este segundo estudio, a pesar de clarificar las posibles implicaciones que tiene
esta mutacién en la funcionalidad del canal, siguen sin ser suficientes para describir el
mecanismo por el cual esta mutacion estaba implicada en la aparicion de las arritmias del
nodo sinusal que presentaban los pacientes estudiados.

En un estudio posterior en 52 pacientes con bradicardia, se buscaron posibles mutaciones en
el gen que codifica para HCN4. En uno de ellos se encontré una mutacién sin sentido en el
exon 7 (S627R), que se encuentra localizada dentro del dominio de unién de nucledtidos
ciclicos (CNBD). A partir de este sujeto se estudian 27 miembros de su familia detectando que
la mutacién se transferia de forma autosdmica dominante, que los miembros afectados
portaban la mutacién de forma heterocigota y que expresaban el fenotipo con bradicardia
sinusal asintomatica teniendo una frecuencia cardiaca en reposo de entre 43-60 Ipm.

En el estudio in vitro se transfiere la mutacién a células HEK293 (células embrionarias de rifidén
humano) que expresan eficazmente los canales HCN4-S627R. Se observd que los canales
mutantes con respecto a los de tipo salvaje se activaban a voltajes mas negativos. También se
aprecia una reduccién del tiempo en el que el canal estd activo, desactivandose antes los
mutantes en comparacion con los de tipo salvaje. Teniendo en cuenta la localizacion en el
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CNBD de la mutacién, se estudié, mediante la configuracion inside-out de la técnica de patch-
clamp, la sensibilidad del canal HCN4-S627R a diferentes concentraciones de AMPc,
obteniendo respuestas similares en los canales HCN4-S627R y los HCN4 tipo salvaje. Por lo
tanto, al no modificar la mutacién la modulacién del canal por el AMPc, se volvid a estudiar la
respuesta de los canales en ausencia de AMPc y se confirmdé que los canales mutantes
efectivamente se activaban a potenciales de entre 8 y 9 mV mads negativos que los de tipo
salvaje. Por ultimo, se estudié la respuesta en canales heteroméricos, obteniendo que el valor
de Vi, estaba comprendido entre el de los canales de tipo salvaje y el de los mutantes
homomeéricos, y que la velocidad de desactivacién del canal seguia siendo mas rapida que en
los canales HCN4 de tipo salvaje?®.

Por lo tanto, en el estudio se concluyé que la mutacién HCN4-S627R va a modificar la cinética
del canal al cambiar el rango de voltaje al que este se activa, uno mas negativo, y va a
aumentar su velocidad de desactivacién. Siendo esta situacién similar a la que se produce
cuando un canal normal esta bajo la influencia del SN parasimpatico, con unas
concentraciones de acetilcolina de entre 10-30 nM, en la que el flujo idnico del canal estd
reducido disminuyendo la corriente Isy por lo tanto disminuyendo la frecuencia cardiaca. Este
es uno de los primeros estudios que asocian de forma sdélida una mutacion en el canal HCN4
con la disfuncidon del NS, al ser la mutacidn la causa aparente de la bradicardia sinusal®®.

Continuando con la linea de estudios que relacionan la bradicardia sinusal asintomatica con
mutaciones en el gen HCN4, se realizé un estudio en el que se evalué a una familia de 16
miembros en la que se encontré que 7 de ellos presentaban un fenotipo con bradicardia
sinusal asintomdtica y que todos ellos presentaban una mutaciéon nueva en el canal HCN4. De
los pacientes afectados la frecuencia cardiaca minima fue <36 Ilpm frente a los que no estaban
afectados que presentaban una frecuencia cardiaca minima de >49 lpm, y una frecuencia
promedio en los afectados <55 Ipm frente a los que no que tenian >63 lpm. Todos ellos
presentaron la bradicardia desde una edad temprana (12+ 4 afios). Todos toleraron bien el
ejercicio y mostraron una funcién cronotrdpica normal.

En el andlisis de segregacion se determina que se trata de una mutacién de caracter
autosémico dominante. La mutacion detectada consiste en una sustitucion sin sentido de una
guanina por una citosina en el exén 4 en la posicion 1439. Esto supone una sustitucion de una
glicina por una arginina en la posicidn 480 de la proteina (HCN4-G480R), estando localizada
en la zona del poro entre S5-56 en una regién muy conservada, la GYG, en la que se sustituye
la primera glicina®®.

Posteriormente, en el estudio in vitro en que se analizé la funcionalidad del canal mutado en
ovocitos de Xenopus laevis, se observd que la cinética del canal HCN4-G480R estaba
modificada, siendo mas lenta y con un rango de activacién mas negativo que en los canales
normales, estando fuera de los rangos fisioldgicos (entre -60mV y -90mV). Esto ocurria tanto
en los canales homocigotos como en los heterocigotos (HCN4/HCN4-G480R). También se
realizd un estudio en células HEK293T en las que se expreso tanto el gen HCN4 normal como
el HCN4-G480R obteniéndose resultados similares. Se observaron dos respuestas diferentes
al evaluar la funcionalidad de los canales en las células HEK293T; en un grupo de células la
respuesta de los canales fue similar a los canales HCN4 normales y en otro respondieron de
acuerdo con los resultados obtenidos en los ovocitos homocigotos. Se sugirié que las distintas
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respuestas estaban relacionadas con la diferente estequiometria de las subunidades del canal
en las células de mamiferos en comparacion con las de los ovocitos. En las células HEK293T se
marcaron con biotina las proteinas del canal HCN4 expresadas en la membrana celular,
pudiendo asi comparar mediante un analisis por Western Blot la proteina total HCN4
sintetizada frente a la expresada en la membrana celular, tanto en las células transfectadas
con HCN4 tipo salvaje como en las HCN4-G480R homocigotas. Los resultados que se
obtuvieron mostraron que en el caso de los canales homomeéricos HCN4-G480R se produjo
una reduccion significativa en la expresion del canal en la membrana celular y que la cantidad
sintetizada de proteina mutada total en comparacién con la de tipo salvaje también se vio
claramente disminuida. Lo que sugiere un defecto tanto en la sintesis como en el transporte
del canal a la membrana celular?®.

Como consecuencia de todos estos defectos en la sintesis, transporte y cinética del canal se
sugiere que los canales afectados no tienen una contribucion relevante a la corriente Ir. Esta
podria ser la causa de la bradicardia sinusal que presentaban los pacientes. Pero teniendo en
cuenta que estos presentaban un prondstico benigno de bradicardia, se postulé que podrian
existir mecanismos de compensacion tales como una regulacion positiva de la proteina HCN4
normal, o una formacion de canales heteroméricos HCN2-HCN41°,

Junto con los dos estudios anteriores en los que se relaciona de una forma mas sélida la
bradicardia sinusal familiar con mutaciones en el canal HCN4, encontramos un tercer estudio
posterior en el que se estudian tres familias sin relacién entre ellas que comparten rasgos
étnicos y que presentan casos de bradicardia sinusal familiar.

El estudio parte desde la deteccidn de tres pacientes indice, uno de cada familia, que han
requerido asistencia médica; el primero un varén de 21 afios que ingresa por un paro cardiaco
durante ejercicio intenso, segundo un vardon también de 21 afos que refiere fatiga, debilidad
y eventos presincopales y por ultimo un vardn de 50 afios que ingresa por fibrilacion auricular
paroxistica sintomatica. Todos ellos fueron diagnosticados de bradicardia sinusal familiar y sus
respectivas familias habian emigrado desde Israel a Casablanca (Marruecos)®.

Se encontré una nueva mutaciéon en el gen HCN4, en la que se observé un cambio de bases.
Estaba sustituida una citosina por una timina en la posicion 1454 en el exén 4, lo que
conduciria a la expresidn de una valina en vez de una alanina en la posicién 485 de la proteina
(HCN4-A485V), localizada en la region del poro del canal entre la S5 y la S6. Por lo tanto,
estariamos ante la segunda mutacién que se encuentra en la regién del poro asociada con una
bradicardia sinusal, pero esta no se encontraria dentro de la regién GYG conservada?®.

Dentro de las tres familias se detectaron 14 afectados con la mutacion HCN4-A485V, todos
ellos con bradicardia sinusal familiar (tabla 1). El patrén de transmisién que se apreciaba en el
arbol genealdgico sugeria que se trataba de una mutaciéon autosémica dominante. Los
pacientes afectados de la familia referian haber padecido mareos y eventos presincompales,
lo que se puede interpretar como sintomas clinicos de la bradicardia sinusal®.
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Differences Between A485V Mutation Carriers and Non-carrier Family Members.

A485V A485V P value

Carrier Family Members (n=14) Non-carrier Family Members (n=6)*

Minimum heart rate 37 =3 40=11 0.002
Average heartrate 58=6 77+12 0.0002

Maximum heart rate 117 =27 140 =32 NS
Average patient age 41.8=19 37319 NS

Tabla 1. Comparacion de los datos de frecuencia cardiaca registrados entre los
miembros de la familia portadores de la mutacidén y los que no lo eran®.

Se llevaron a cabo estudios de funcionalidad en ovocitos de Xenopus y en células HEK293T, en
ambos casos se observd una clara reduccién de la corriente y un rango de activacion a voltajes
mucho mas negativos. En el caso de que los canales fueran homoméricos no se detectd
corriente a potenciales fisioldgicos (entre -60 mV y -90mV), y se registré una débil corriente a
potenciales de -120mV (fig 7), estos datos se obtuvieron principalmente del estudio en
ovocitos ya que en las células HEK293T los canales homomeéricos mutantes apenas se
expresaron en la membrana celular, por lo que no se pudo realizar en ellos el estudio de
funcionalidad. En el caso de canales heteroméricos HCN4 tipo salvaje/HCN4-A485V, a pesar
de ser menos significativa la diferencia, también se aprecié una reduccién de la corriente (fig
7). En las pruebas analiticas realizas mediante la técnica Western blot se analizé la cantidad
total de proteina transcrita en células HEK293T homocigotas de HCN4 tipo salvaje y de HCN4
tipo mutante, y dentro de cada tipo la cantidad de proteina que era expresada en la
membrana celular (fig 8). Los resultados obtenidos fueron que la cantidad total de proteina
sintetizada era mayor en aquellas células transfectadas con el tipo salvaje y que en las que
contenian el tipo mutante un porcentaje muy pequefio del total sintetizado se expresé en la
membrana. Por lo que se deduce que en las células homocigotas HCN4-A485V la sintesis del
canal estaba reducida y que el transporte a la membrana celular y su expresion en la misma
fue defectuoso. Pudiendo ser esta la causa por la que la corriente en canales del tipo mutante
se vio tan reducida®.
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Figura 7. Resultados del estudio de corrientes en ovocitos de Xenopus. Se
estudia la corriente en ovocitos transfectados con ARN de HCN4 tipo salvaje,
HCN4-A485V y con ambos que forman canales heteroméricos?°.
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Figura 8. Resultados en células HEK293T. Resultado obtenido por Western blot del anilisis
de la presencia de proteina total del canal y de la proteina expresada en la membrana
celular en células HEK293T homocigotas de HCN4 tipo salvaje y de tipo mutante?°,

Cuanto se hizo el estudio en ovocitos se compararon los canales mutantes HCN4-A485V con
los canales HCN4 tipo salvaje y con los canales mutantes HCN4-G480R, ya que estos presentan
también la mutacion situada en la regidn del poro del canal. Se hicieron varios registros: en el
voltaje de -80 mV practicamente en ninguno de los canales mutantes se registro corriente; la
siguiente medicién se realizd a un voltaje de -120 mV en este caso registrando en el canal
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HCN4-G480R una corriente que suponia el 20% de la del canal tipo salvaje; y en el canal HCN4-
A485V una corriente que supuso el 2’5% de la del canal tipo salvaje (fig 9). Evidenciando asi
qgue la mutacién A485V presenta una disfuncién mucho mayor, dato que concuerda con que
en el caso de los pacientes con la mutacién G480R padecian una bradicardia totalmente
asintomatica y en el caso de la A485V la mayoria de los afectados registraron algln sintoma,
aunque este fuera leve?°,

—

N

B WT (n=4)
B A485V (n=4)
B WT (h=5) —
3] [ G480R (n=4) woxk

Current [uA]

Figura 9. Respuestas registradas por los canales HCN4 tipo salvaje,
HCN4-G480R y HCN4-A485V a distintos voltajes®.

Como en el caso de la mutacidon G480R, hay alteracidn significativa de las propiedades
biofisicas y de sintesis que sugieren que los canales afectados apenas contribuyen a la
generacién de la corriente It. Esto, junto con que los pacientes afectados tengan solo un perfil
leve, llevd a sugerir que la causa podia ser una menor relevancia de los canales HCN4 en la
generacién de la corriente |f o unos sistemas de compensaciéon para la disfuncién descrita.
Estos sistemas podrian consistir en el soporte funcional que aportaria el HCN4 tipo salvaje, ya
gue en los pacientes solo se detecté la mutacion de forma heterocigota, o en la formacién de
canales heteroméricos con la isoforma HCN2%°,

Los datos que aportaron este estudio junto con los estudios de la mutacion G480R y de la
mutacion S627R, demuestran por primera vez una sélida asociacién entre las mutaciones en
HCN4 vy la bradicardia sinusal familiar. A pesar de que en este ultimo caso los pacientes
afectados si que refirieron algin sintoma leve, en todos los casos las bradicardias asociadas a
las mutaciones apenas han tenido implicaciones clinicas, ya que en ningln caso precisé
tratamiento ni la implantacién de marcapasos.

En los ultimos afios las investigaciones acerca de mutaciones en el canal HCN4 no han cesado,
y a medida que avanzan, se ha ido clarificando la funcién de este canal y su posible implicacién
en otras patologias. En el afio 2013 se publicé un estudio en el que por primera vez se asocia
una mutacién en este canal con una arritmia cardiaca, en concreto con la fibrilacion auricular.

En el estudio se partid del andlisis en 442 pacientes con taquiarritmias auriculares y/o
ventriculares. De los cuales se detecta en un paciente de 58 aflos una nueva mutacion en el
canal HCN4. El paciente indice padecia fibrilacidn auricular paroxistica, caracterizada por
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episodios sintomaticos de taquiarritmias y bradicardia sinusal leve. Estuvo tratado primero
con digoxina y al empeorar con la edad se cambid el tratamiento a propafenona, causante
este ultimo del sindrome QT largo adquirido que se corregiria posteriormente. Finalmente, se
le implanto un marcapasos. Cuando se procedié a estudiar la mutacidn en su familia se
descubrid a cinco portadores vivos, que cursaban con una sintomatologia similar. El cuadro
clinico que se apreciaba en los afectados por la mutaciéon en la familia tenia una clara
tendencia a que empeorase con la edad, habiendo de hecho dos miembros de la familia
diagnosticados de FA persistente que habian fallecido, previo inicio del estudio, a la edad de
entre 60-70 afios por apoplejia??.

La mutacidn se encontré en el extremo C-terminal de la proteina, en la regidn situada entre
el segmento S6 y el CNBD, en la hélice A, en donde se sustituye una lisina en la posicién 530
cargada positivamente por una asparagina. Se trata de una regiéon muy conservada, comun en
varias de las isoformas del canal HCN(1,2,4) y que tiene una contribucidn esencial en la
activacion del canal regulada por AMPc?L.

El analisis electrofisiolégico se llevd a cabo transfiriendo en células HEK293 el material
genético del HCN4 tipo salvaje y el que contenia la mutacién por separado, dando lugar a
células heterdlogas homocigotas. Los resultados registrados de la funcionalidad de los canales
homoméricos fue similar en ambos casos. En cambio, cuando el analisis se hizo cotransfiriendo
a las células HEK293 tanto el tipo salvaje como el HCN4-K530N, los resultados que se
obtuvieron de los canales heteroméricos fue de una clara alteracién de las propiedades del
canal. La activacion del canal se modificd, registrando un potencial V1/2 igual a -101’7+ 2’6mV,
entre 13 y 14 mV mas negativo que en los canales homomericos, dicha medicién se hizo en
ausencia de AMPc. Los datos obtenidos con la presencia de AMPc fueron normales, por lo que
se supuso que la mutacidn no afectaba a la sensibilidad del canal por el AMPc ni a su funcidn
reguladora??.

Al solo resultar alteradas las propiedades del canal cuando este era heteromérico, se sugiere
gue la sustitucién de la lisina condiciona la integridad estructural del canal. Por lo que cuando
este es heteromérico se producirian interacciones entre la region del extremo C-terminal del
tipo salvaje con la del tipo mutante, las cuales impedirian la adecuada disposicidon de las
subunidades del canal, inhibiendo asi su activacién en ausencia de AMPc?..

En el estudio se describen posibles mecanismos por los cuales HCN4-K530N podria estar
implicados en la fibrilacion auricular (FA). Segun la revista espafiola de cardiologia la FA a pesar
de ser de las arritmias mas comunes junto con la fibrilaciéon ventricular, su mecanismo de
acciéon no se conoce por completo actualmente, lo que supone unas importantes
implicaciones clinicas %2. Partiendo de esa premisa en el estudio se describen tres posibles
mecanismos. En el primero, la SND, derivada de la disfuncidn del canal HCN4-K530N a la hora
de activarse, cursa con una disminuciéon de la frecuencia cardiaca. Las frecuencias cardiacas
disminuidas favorecen la aparicion de focos ectdpicos que podrian desencadenar la FA.
Ademads, los canales HCN4-K530N no se expresan solo en el NS, lo que puede conducir a que
bajo una estimulacién Bl-adrenérgica, el canal mutante situado en el miocito auricular
desencadene un foco ectdpico. La segunda pasa por considerar que la SND aumenta la
susceptibilidad de la auricula a los fendmenos reentrantes, que es un factor que predispone a
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desarrollar FA23.Y por ultimo, el tercero describe la posibilidad de que se trate de un circulo
vicioso en el que la propia FA desencadene la DNS y viceversa (fig 10)%L.

Atrial fibrillation

Molecular Conduction

remodelling heterogeneity
Sub;trate Reentry
;i Impalrgd h + Dysfunctional
* SAN disease SAN
* Aging

Structural

remodelling

\ Trigger

Ectopic activity
+ Slow heart rate

+» Sudden upstroke of |,
at adrenergic stress

Figura 10. Mecanismo de circulo vicioso por el cual
estaria implicada la mutaciéon K530N en la FA%!

Tras este estudio, encontramos evidencias de una fuerte asociaciéon de las mutaciones en el
canal HCN4, no solo con la bradicardia sinusal familiar, sino por primera vez también con la
fibrilacion auricular. Esto se debe a que se ha demostrado que dichas mutaciones pueden
contribuir de una forma significativa a las taquiarritmias auriculares y por tanto promover el
desarrollo de una FA.

Junto a este estudio encontramos uno posterior que respalda la implicacion de las mutaciones
del canal HCN4 en la FA. En este segundo estudio se buscd, en un grupo de 527 pacientes
diagnosticados de FA a edades tempranas, posibles mutaciones en el gen HCN4. Dentro de las
variantes encontradas, solo una en la regién comprendida entre el extremo N-terminal y la S1
(HCN4-P257S) registré resultados distintos comparados con el tipo salvaje. En HCN4-P257S se
detectd un problema en el transporte del canal a la membrana celular, al confirmarse que el
canal mutado no se expresé en la membrana??.

Al haber podido estudiar esta mutacidon Unicamente en el paciente indice, los resultados no
fueron tan concluyentes como en otros casos. Aun asi, estos datos respaldan la teoria de que
la disfuncién del canal HCN4 desencadena casos de SND y esto a su vez esta relacionado con
la aparicion de FA.

En los uUltimos afos se han publicado estudios que relacionan mutaciones en el canal HCN4
con malformaciones del miocardio. En concreto en el afio 2014 se publicé uno de los primeros
estudios que buscé identificar el defecto genético del que subyacia la presentacién clinica
combinada de bradicardia y la miocardiopatia no compactada del ventriculo izquierdo (LVNC),
hipotetizando que tienen una causa genética comun?>.

La miocardiopatia no compactada se define como: una enfermedad, de base genética, que se
caracteriza por presentar un miocardio dividido en dos capas: una, delgada y adyacente al
epicardio, normalmente compactada; y otra que ocupa el resto hasta el endocardio, no
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compactada y engrosada; se acompafia de trabéculas prominentes y excesivas, y profundas
fosas intertrabeculares. Como consecuencia, existe una mala irrigacion e isquemia del
subendocardio, acompanada de fibrosis. La alteracion es regional, y afecta mas a las zonas
lateral, apical e inferior del ventriculo izquierdo. Se cree que la causa es la detencién del
normal proceso de maduracién miocardica durante la embriogénesis. Esta enfermedad puede
presentarse como defecto aislado o acompafiando a malformaciones en otros érganos y
sistemas, siendo la forma mds frecuente de herencia la autosémica dominante?.

En el estudio se analizaron tres familias en la que estaba presente el cuadro clinico de
bradicardia sinusal junto con LVNC en varios miembros. En el estudio se encontraron 3
mutaciones distintas y los miembros que fueron portadores de alguna de ellas presentaron el
cuadro clinico estudiado. Dos de ellas se encontraban en la regién del poro conservada GYG,
en la que anteriormente ya se habian identificado otras mutaciones relacionadas con la SND.
Las mutaciones Y481H y G482R, como en los casos anteriores en los que se vio modificada la
region GYG registraron alteraciones en el voltaje de activacion del canal, siendo este mas
negativo que el voltaje al que se activa el canal tipo salvaje HCN4?7, La tercera mutacién se
detectd en la zona de unién entre S4 y S5, siendo la primera localizada en esta regién. Se cree
que este punto de unidn puede estar implicado en la activacién por voltaje del canal, ya que
la S4 es la subunidad sensible al voltaje. La mutacién A414G al igual que en los casos anteriores
registro una activacion del canal a voltajes mds negativos que en los de tipo salvaje.

Los estudios de expresion heterdloga, que reflejan la situacion heterocigética en los
portadores, en las tres mutaciones se registré una activacion a voltajes mas negativos, lo que
significa una reduccién de la corriente y en consecuencia una bradicardia sinusal. Hasta ahora
estos resultados respaldan y coinciden con los vistos anteriormente, que asociaban la
bradicardia sinusal con las mutaciones en HCN4. En cambio, para la justificacion de la
asociacién con LVNC se hipotetiza dos posibles mecanismos (fig 11):

1. En el primero se considera que se trata de una malformacion congénita consecuencia
de la mutacién en el canal HCN4. Estudios en animales han demostrado que el canal
HCN4 estd presente en el miocardio aparte de en el NS durante la etapa de
desarrollo?®. Recientemente en humanos se ha encontrado presencia del canal HCN4
en lo que serian las células precursoras del ventriculo izquierdo?. Teniendo encuentra
qgue el canal esta presente en los precursores de la pared ventricular, durante el
proceso de compactacién del ventriculo izquierdo fetal, se sugiere que la deficiencia
del canal HCN4 a la hora de transmitir la corriente, implicaria un anormal desarrollo
del ventriculo lo que podria desembocar en LVNC?.

2. Enelsegundo que el LVNC observado es una caracteristica adquirida en respuesta a la
bradicardia sinusal, como una remodelacidon adaptativa para permitir un mayor
volumen sistélico y una mejor absorcidon cardiaca de oxigeno. Esta hipdtesis esta
respaldada por el hecho de que las trabeculaciones leves son una respuesta fisioldgica
al ejercicio°.
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Figura 11. Mecanismos por los que las mutaciones descritas en el canal
HCN4 estan implicadas en LVNC?’

Por lo tanto, este ultimo estudio aparte de respaldar la implicacién del canal HCN4 en la SND,
abre por primera la posibilidad que las canalopatias de este canal también estén asociadas a
malformaciones del corazon.

6 Conclusiones.

Con los datos recogidos por el presente estudio se puede llegar a varias conclusiones:

e Aunque no en todos los estudios se haya podido asociar sélidamente las mutaciones
encontradas con las patologias cardiacas que presentaban los portadores, si se
observa la relevancia de la funcidén de estos canales para una correcta generacién del
latido cardiaco y un control adecuado de la frecuencia cardiaca, ya que el estudio de
las mutaciones aporta nueva informacidn sobre el funcionamiento de los HCN4.

e Dentro de las mutaciones estudiadas hasta ahora, implicadas en patologias cardiacas,
se puede observar que se encuentran principalmente localizas en el extremo C-
terminal y en la regidn del poro del canal. Lo que también indica la importancia de
estas regiones en el correcto funcionamiento del canal.

e Por ahora las investigaciones presentes han podido demostrar que la disfuncién del
canal HCN4 puede ser causa de la SND, con perfiles de bradicardia sinusal familiar y de
FA. Recientes estudios también lo asocian con problemas estructurales del corazén
como la LVNC.

Cabe destacar, que a pesar de cada vez hay mas estudios relacionados con el canal HCN4, adn
es un campo del que queda mucho por conocer, tanto de la funcién y mecanismo del canal
como de alguna de las enfermedades en las que estad implicado, como la FA.
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