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Resumen

Antecedentes: Variantes truncantes en TTN se encuentran entre las causas genéticas mas frecuentes de miocardiopatia di-
latada. Sin embargo, TTN codifica mdltiples isoformas especificas de tejido mediante un extenso empalme alternativo, y la
relevancia clinica de una variante truncante determinada depende de manera critica del transcrito afectado. Objetivos: Este
estudio tuvo tres objetivos relacionados a la variante TTN NM_133379.5:¢.11806C>T; p.(Arg3936Ter), identificada en un pa-
ciente panamefio con miocardiopatia dilatada: (1) consolidar su interpretacion clinica utilizando evidencia gendmica estable-
cida y los criterios ACMG/AMP; (2) caracterizar las consecuencias a nivel de dominio y estructurales de la truncacién
predicha, combinando la anotaciéon de dominios proteicos con el modelado estructural basado en AlphaFold2 tanto de la pro-
teina de tipo silvestre como de la proteina truncada; y (3) determinar la especificidad por transcrito de esta consecuencia en-
tre las isoformas anotadas de TTN y su estado predicho respecto a la degradacion mediada por codones de terminacion
prematura (NMD). Métodos: Integramos la anotacion de variantes, la frecuencia poblacional, las puntuaciones de conserva-
cion, la interpretacion segun ACMG/AMP, la anotacién de dominios mediante InterProScan/Pfam, la anotacion de conse-
cuencias mediante Ensembl VEP en todos los transcritos anotados de TTN y el modelado estructural con AlphaFold2/
ColabFold (utilizando un alineamiento muiltiple de secuencias) de fragmentos tanto de la proteina de tipo silvestre como de la
proteina truncada (residuos 3399-4100 y 3399-3935, respectivamente, de la isoforma Novex-3, NP_596870.2). La similitud
estructural entre los modelos se evaludé mediante superposicién de cuerpos rigidos (algoritmo de Kabsch) y se validé inde-
pendiente mediante la herramienta de alineamiento estructural por pares del RCSB PDB (TM-align). Resultados: La varian-
te p.Arg3936Ter introduce un codén de terminacion prematuro que se predice genera una proteina titina truncada de 3.935
aminoacidos. La evidencia genética establecida —su extrema rareza en bases de datos poblacionales y su fuerte conserva-
cioén evolutiva— respaldo su clasificacion como probablemente patogénica segun los criterios ACMG/AMP (PVS1, PM2). La
anotacion mediante VEP de 14 transcritos curados de TTN mostré que esta posicién gendmica es intrénica en el 91% de los
transcritos anotados y produce una consecuencia de ganancia de codon de terminacion exclusivamente en NM_133379.5
(Novex-3), el transcrito utilizado para la nomenclatura de la variante. En este transcrito, la variante se localiza en el exén 46
de 46 —el exon final— y se predice que escapa a la degradacion mediada por codones de terminacion prematura. Inter-
ProScan identifico dos dominios similares a inmunoglobulina (I-set) en el fragmento codificado; la truncacion elimina por
completo el segundo dominio. El modelado con AlphaFold2 de los fragmentos de tipo silvestre y truncado (cada uno con un

alineamiento multiple de secuencias real) mostré una con-

fianza media practicamente idéntica (pLDDT 56,5 frente a
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55,2) y, tras la superposicién estructural, el dominio conser-
vado presenté un RMSD de 0,19 A entre los modelos de ti-
po silvestre y truncado, lo que confirma que la porcion
compartida de la proteina adopta un plegamiento idéntico y
que la unica diferencia estructural es la ausencia completa
del segundo dominio. Conclusién: La evidencia gendmica
y poblacional establecida respalda una clasificacion de la
variante TTN p.Arg3936Ter como probablemente patogéni-
ca y con pérdida de funcion. Esta consecuencia estructural
es especifica de la isoforma Novex-3 (NM_133379.5), es-
capa a la degradacion mediada por codones de termina-
cion prematura y se espera que produzca una proteina
truncada estable que carece de un dominio completo simi-
lar a inmunoglobulina, conclusion respaldada de manera in-
dependiente por la anotacion de dominios, el modelado con
AlphaFold2 de las proteinas de tipo silvestre y truncada y el
alineamiento estructural cuantitativo.
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INTRODUCCION

El gen TTN codifica la titina, la proteina hu-
mana mas grande conocida y un compo-
nente estructural principal del sarcomero
[1]. La titina se extiende a lo largo de la mi-
tad del sarcomero, desde el disco Z hasta
la linea M, y contribuye a la elasticidad
miocardica, la tension pasiva, la mecano-
sensibilidad y el ensamblaje sarcomérico
[1,2]. Su arquitectura modular incluye domi-
nios similares a inmunoglobulina, dominios
de fibronectina tipo lll, regiones elasticas y
elementos relacionados con quinasas
esenciales para la funcion del musculo
cardiaco [2]. Un extenso empalme alternati-
vo genera multiples isoformas de TTN es-
pecificas de tejido, incluida la isoforma
corta Novex-3 (transcrito NM_133379.5,
proteina NP_596870.2, 5.604 aminoaci-
dos), que posee un exén C-terminal unico y
mas corto que no comparte con las isofor-
mas canonicas de mayor tamafo [1].

Las variantes truncantes en TTN se en-
cuentran entre los factores genéticos mas
importantes asociados con la miocardio-
patia dilatada y también se han relacionado
con otras miocardiopatias hereditarias y
trastornos del musculo esquelético [3,4].
No obstante, la interpretacion clinica de las
variantes de TTN sigue siendo compleja,
ya que no todas las variantes truncantes
son patogénicas y su impacto depende de
qué transcrito(s) afecten, la expresion de
las isoformas, la localizaciobn en dominios
proteicos, la conservacion evolutiva, la fre-
cuencia poblacional y el efecto estructural
predicho [5].

En una cohorte panamefa de pacientes
con miocardiopatias hereditarias y arrit-
mias, Cedeno-Escudero et al. reportaron la
variante TTN NM_133379.5: c.11806C>T;
p.(Arg3936Ter) en una paciente de 38 anos
con miocardiopatia dilatada [6]. Esta va-
riante sin sentido se localiza en el exdn 46
de NM_133379.5 y afecta una regién de la
titina similar a inmunoglobulina. Debido a
que esta alteracion introduce un codon de
terminacién prematuro, se predice que ge-
nera una proteina truncada y altera los do-
minios estructurales posteriores.

Los avances recientes en la prediccion de
estructuras proteicas basada en inteligen-
cia artificial, particularmente AlphaFold2 y
ColabFold, han creado nuevas oportunida-
des para evaluar las consecuencias estruc-
turales de variantes raras [7,8]. Estas son
herramientas computacionales de predic-
cion basadas en secuencias que, cuando
se utilizan con un alineamiento multiple de
secuencias genuino y se validan mediante
meétodos estandar de alineamiento estruc-
tural, pueden proporcionar evidencia cuan-
titativa significativa sobre la conservacion y
pérdida de dominios, evidencia que es
complementaria, aunque de naturaleza dis-
tinta, a la evidencia genética y poblacional
establecida.

En este estudio se plantearon tres objeti-
vos relacionados. Primero, consolidar la in-
terpretacion clinica de la variante TTN
p.Arg3936Ter utilizando evidencia gendmi-
ca establecida y la interpretacion segun
ACMG/AMP. Segundo, caracterizar las
consecuencias a nivel de dominio y estruc-
turales de la truncacién predicha mediante
la combinacion de la anotacion de domi-
nios proteicos con el modelado estructural
basado en AlphaFold2 de las proteinas de
tipo silvestre y truncada, validado mediante
alineamiento estructural cuantitativo. Terce-
ro, determinar la especificidad por transcri-
to de esta consecuencia entre las
isoformas anotadas de TTN y su estado
predicho respecto a la degradacion media-
da por codones de terminacion prematura
(NMD), ya que la relevancia biologica de
una variante truncante depende de qué
transcrito(s) la traduzcan.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio consisti6 en una caracteriza-
cion secundaria in silico de la variante TTN
NM_133379.5:¢.11806C>T, p.(Arg3936Ter),
identificada previamente en una paciente
panamefa con miocardiopatia dilatada, la
misma paciente y variante reportadas origi-
nalmente por Cedeno-Escudero et al. [6].
El estudio original fue aprobado por el Co-
mité Institucional de Etica de la Investiga-
cion de la Caja de Seguro Social de
Panama (protocolo DENSYPS-DENADOI-
N-404-2024). La secuenciacion dirigida de
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nueva generacion (NGS) se realizo utilizan-
do el panel SOPHIA EXTENDED CARDIO
SOLUTION™ " que cubre 128 genes asocia-
dos con miocardiopatias hereditarias y arrit-
mias, en la plataforma lllumina MiniSeq. La
anotacion e interpretacion de la variante se
realizaron mediante SOPHIA DDM® [6],
Franklin by Genoox y VarSome [7-8].

Los analisis de frecuencia poblacional y
conservacion se obtuvieron de las bases
de datos gnomAD, dbSNP, phyloP100way
y PhastCons100way. La anotacion funcio-
nal se realiz6 mediante Ensembl VEP.

Anotacion especifica por transcrito y
NMD

Para determinar si la consecuencia trun-
cante de esta variante es compartida entre
las isoformas de TTN o es especifica de un
subconjunto de transcritos, la variante
(chr2:178,750,594 G>A, GRCh38) se anoto
mediante Ensembl VEP frente a los 14
transcritos curados de TTN. La estructura
genomica de NM _133379.5 (46 exones;
ENST00000360870.10/11) se confirmé de
manera independiente utilizando el registro
GenBank del NCBI y la tabla de exones de
Ensembl, y la posicion de la variante dentro
de este transcrito se determiné mediante
mapeo directo de coordenadas.

La susceptibilidad a la degradacion mediada
por codones de terminacidon prematura
(NMD) se evalu6 utilizando la regla posicio-
nal estandar (codon de terminacion prema-
turo fuera del ultimo exon y fuera de los
ultimos 50 nucledtidos de la union entre el
penultimo y ultimo exén), tal como fue repor-
tado de manera independiente por VarSome
especificamente para NM_133379.5 [8], y
se contrast6 con el modelo general de NMD
dependiente del complejo de union de exo-
nes (EJC) descrito en la literatura [17,18].

Anotacién de dominios proteicos

Los limites de los dominios dentro del frag-
mento de tipo silvestre (residuos 3399-
4100, 702 aminoacidos) se anotaron me-
diante InterProScan (bases de datos miem-
bro Pfam, SUPERFAMILY, Gene3D,
SMART y ProSite Profiles). Los dominios
se clasificaron como similares a inmunoglo-
bulina (Ig-like) de la familia |-set cuando es-
taban respaldados por  resultados

concordantes de al menos tres bases de
datos miembro independientes (Pfam
PF07679; IPR013098) [19].

Parametros del modelado estructural

La prediccién estructural tanto del fragmento
de tipo silvestre (residuos 3399—4100, 702
aminoacidos) como del fragmento truncado
(residuos 3399-3935, 538 aminoacidos) de
la isoforma Novex-3 (NP_596870.2) se rea-
liz6 utilizando ColabFold v1.6.2 (host api.-
colabfold.com), implementando el flujo de
trabajo de AlphaFold2 en la configuracion
alphafold2_ptm (mondémero) [9,10], con un
alineamiento multiple de secuencias gene-
rado mediante MMseqs2 en modo Uni-
Ref+Environmental (msa_mode
mmseqgs2_uniref_env) y sin plantillas estruc-
turales (template_mode = none).

Se generaron cinco modelos por fragmento
(num_models = 5), con 3 ciclos de reciclaje
(num_recycles = 3) y 1 semilla (num_seeds
= 1), ordenados segun la puntuaciéon media
del predicted local distance difference test
(rank_by = pLDDT); el modelo mejor clasifi-
cado (rank_1) de cada fragmento se utilizd
para los analisis posteriores.

El analisis de tipo silvestre utilizdé un alinea-
miento multiple de secuencias de 5.740 se-
cuencias; el andlisis del fragmento
truncado utilizé 6.287 secuencias. También
se examinaron las puntuaciones de predic-
ted template modeling (pTM) de cada mo-
delo. Para el fragmento de tipo silvestre,
los valores medios de pLDDT de los cinco
modelos clasificados fueron 56,5; 55,6;
53,9; 53,3 y 52,2 (rank_1-rank _5; pTM
0,30; 0,31; 0,34; 0,30; 0,31). Para el frag-
mento truncado, los valores medios de
pLDDT fueron 55,2; 53,2; 53,1; 52,3 y 49,7
(rank_1-rank_5; pTM 0,33; 0,36; 0,37;
0,37; 0,31).

Comparacion estructural

La similitud estructural entre los modelos
de tipo silvestre y truncado mejor clasifica-
dos se evalué de dos maneras indepen-
dientes. Primero, las coordenadas Ca de la
region compartida (residuos 1-538 del
fragmento modelado) se superpusieron uti-
lizando el algoritmo de alineamiento de
cuerpos rigidos de Kabsch, calculado tanto
globalmente como de manera separada
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para subregiones individuales bien resuel-
tas (pLDDT > 70), con el fin de evitar que
las regiones enlazadoras flexibles y de baja
confianza modeladas de forma indepen-
diente dominaran un unico ajuste global.
Segundo, los modelos completos de tipo
silvestre y truncado se validaron indepen-
dientemente mediante la herramienta de
alineamiento estructural por pares del
RCSB PDB (algoritmo TM-align) [20].

RESULTADOS

Evidencia genética y poblacional de pato-
genicidad

La variante TTN ¢.11806C>T, p.(Arg3936-
Ter), identificada en la paciente panamefia
con miocardiopatia dilatada, corresponde a
una variante heterocigota sin sentido que
afecta la region de la titina similar a inmu-
noglobulina (lg-like). Esta sustitucion de un
solo nucleétido introduce un codén de ter-
minacion prematuro en la posicion 3936 de
aminoacidos, reemplazando una arginina
por un coddn de terminacién y generando
una proteina truncada que se predice pier-
de aproximadamente el 29,8 % de la se-
cuencia de la isoforma Novex-3. La
variante fue clasificada como probablemen-
te patogénica segun los criterios ACMG/
AMP tanto por VarSome (9 puntos: PVS1
muy fuerte + PM2 moderado) como por
Franklin, respaldada principalmente por
PVS1 (evidencia muy fuerte para variantes
con pérdida de funcién en un gen en el
cual la pérdida de funcion constituye un
mecanismo establecido de enfermedad) y
PM2 (ausencia o frecuencia extremada-
mente baja en bases de datos poblaciona-
les). El analisis poblacional en gnomAD
[11] mostré una frecuencia alélica muy baja
tanto en exomas como en genomas, sin in-
dividuos homocigotos reportados. El anali-
sis de conservacion demostré que el
residuo afectado esta evolutivamente res-
tringido, con puntuaciones elevadas de
phyloP100way (4,024) y PhastCons100way
(0,943). Predicciones in silico adicionales
mostraron una puntuacién CADD de 15,4,
mientras que los analisis mediante SpliceAl
y Pangolin no mostraron efectos significati-
vos sobre el empalme, lo que concuerda
con una truncacion proteica, en lugar de un
empalme aberrante, como mecanismo pre-
dominante a nivel de secuencia. Las con-
secuencias especificas por transcrito, a

nivel de dominio y estructurales de la trun-
cacién se examinan en las siguientes sub-
secciones.

Especificidad por transcrito y estado de
NMD

La anotaciéon mediante Ensembl VEP de
chr2:178,750,594 G>A en los 14 transcritos
curados de TTN mostré que esta posicion
gendmica esta anotada como una variante
intrénica en el 91 % de los transcritos, pro-
duce una consecuencia localizada aguas
abajo del cuerpo del gen en un transcrito
que carece de esta region y genera una
consecuencia de ganancia de codon de
terminacion exclusivamente en
NM_133379.5 (Novex-3), el transcrito en el
cual se basa la nomenclatura clinica origi-
nal de la variante.

El examen independiente de la estructura
exoénica de NM_133379.5 (46 exones en
total, confirmado mediante el registro Gen-
Bank del NCBI y la tabla de exones de En-
sembl) mostré que la variante se encuentra
dentro del exdn 46, el exon final de este
transcrito, en la posicion 1.446 de un exon
terminal de 7.635 nucledtidos. De acuerdo
con el modelo clasico de NMD dependiente
del complejo de unidén de exones (EJC), en
el cual un codén de terminacion prematuro
localizado en el ultimo exdn carece de un
EJC aguas abajo vy, por lo tanto, no se es-
pera que desencadene la degradacion
[17,18], la evidencia automatizada PVS1
de VarSome para NM_133379.5 establece
explicitamente que no se predice que esta
variante cause NMD. Esto difiere de una
evaluacion inicial de Franklin, que predijo
NMD basandose en la posicién de la va-
riante dentro del metatranscrito candnico
de TTN de 362 exones, un transcrito en el
cual esta posicion no se encuentra en el
exon terminal; la propia anotacién de Fran-
klin identifica explicitamente NM_133379.5
como el transcrito “no candnico” para esta
evaluacion. Esta discrepancia ilustra la im-
portancia de evaluar el estado de NMD en
funcion del transcrito especifico relevante
para una determinada variante clinica, en
lugar de utilizar de manera predeterminada
el transcrito canénico o metatranscrito de
un gen.
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Consecuencia de la truncacién a nivel de
dominio

La anotacion mediante InterProScan del
fragmento de tipo silvestre de 702 residuos
(residuos 3399-4100) identificé dos domi-
nios similares a inmunoglobulina (lg-like)
de la familia I-set (Pfam PFO07679;
IPR013098), respaldados independiente-
mente por Pfam, SUPERFAMILY, Gene3D,
SMART vy ProSite Profiles: el dominio 1
abarca las posiciones 98-205 del fragmen-
to y el dominio 2 las posiciones 540-646,
separados por una regién enlazadora no
anotada (posiciones ~232-539) que contie-
ne un segmento corto de hélice superenro-
llada (coiled-coil) (posiciones 211-231). La
variante p.Arg3936Ter corresponde a la po-
sicion 538 del fragmento, tres residuos an-
tes del inicio anotado del dominio 2. Debido
a que la proteina truncada termina en la
posicion 537 del fragmento, conserva com-
pletamente el dominio 1, pero pierde el do-
minio 2 en su totalidad (0O de 107 residuos
conservados).

Modelado estructural computacional y
alineamiento estructural

Tanto el fragmento de tipo silvestre (702 re-
siduos) como el truncado (538 residuos) se
modelaron mediante ColabFold utilizando
un alineamiento multiple de secuencias ge-
nuino (véase Métodos). El modelo de tipo
silvestre mejor clasificado alcanzé un
pLDDT medio de 56,5 (pTM = 0,30); el mo-
delo truncado mejor clasificado alcanz6 un
pLDDT medio practicamente idéntico de
55,2 (pTM = 0,33). Los perfiles de pLDDT
por residuo de ambos modelos fueron es-
trechamente superponibles a lo largo de to-
da la region compartida (residuos 1-538),
con picos de alta confianza (pLDDT > 70)
correspondientes al dominio 1 (posiciones
98-205) y a dos subregiones adicionales
bien resueltas, separadas por regiones en-
lazadoras de menor confianza, en ambos
modelos.

La superposicion estructural cuantitativa
confirmé esta similitud visual. Una unica
superposicidon global de cuerpos rigidos de
toda la regién compartida (538 residuos)
produjo un RMSD elevado (>40 A), lo que
refleja el hecho de que las regiones enlaza-
doras flexibles y de baja confianza, mode-
ladas independientemente, adoptan

orientaciones relativas divergentes entre
modelos generados por separado. Este es
un artefacto bien reconocido de la superpo-
sicion de cadenas completas en proteinas
multidominio con regiones enlazadoras de-
sordenadas, y no evidencia de una verda-
dera divergencia estructural. Al restringir la
superposicién a subregiones individuales
bien resueltas, este artefacto desaparecio:
el dominio 1 por si solo (posiciones 98—-205
del fragmento, 108 residuos) se superpuso
entre los modelos de tipo silvestre y trunca-
do con un RMSD de 0,19 A, lo que indica
un plegamiento esencialmente idéntico. La
validacién independiente mediante la he-
rramienta de alineamiento estructural por
pares del RCSB PDB (TM-align) sobre los
modelos completos produjo un RMSD glo-
bal de 5,25 A'y una puntuaciéon TM de 0,27
(165 de 538 residuos alineados con con-
fianza, con una identidad de secuencia del
69 % en la region alineada), lo que con-
cuerda con la misma interpretacion: las re-
giones centrales bien plegadas se alinean
estrechamente (confirmado visualmente en
la superposicion estructural del RCSB,
donde el nucleo de sandwich beta del do-
minio 1 se superpone casi perfectamente),
mientras que la métrica global se ve diluida
por las regiones enlazadoras flexibles mo-
deladas independientemente. Debido a que
el fragmento truncado termina en la posi-
cion 537, carece por completo de la se-
cuencia que codifica el dominio 2
(posiciones 540-646); esto no constituye
un artefacto del modelado, sino una conse-
cuencia directa y necesaria de la trunca-
cién, confirmada independientemente
mediante la anotacion de dominios con In-
terProScan descrita anteriormente.

DISCUSION

Las variantes truncantes en TTN (TTNtv)
son reconocidas como la causa genética
mas comun de miocardiopatia dilatada
(MCD), representando aproximadamente
entre el 10 y el 25 % de los casos familia-
res e idiopaticos a nivel mundial [1,3]. En el
presente estudio caracterizamos la variante
sin sentido TTN ¢.11806C>T; p.(Arg3936-
Ter), identificada en una paciente pana-
mefa con MCD. Esta variante introduce un
codon de terminacion prematuro que se
predice trunca la isoforma Novex-3 de la ti-
tina después del residuo 3936, eliminando
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un dominio C-terminal completo similar a
inmunoglobulina.

El residuo afectado mostré una fuerte con-
servacion evolutiva, respaldada por pun-
tuaciones elevadas de PhastCons vy
PhyloP, y la variante present6 una ausencia
o frecuencia extremadamente baja en ba-
ses de datos poblacionales, cumpliendo los
criterios ACMG/AMP PVS1 y PM2 para su
clasificacion de patogenicidad. Hallazgos
similares han sido reportados en estudios
previos que demuestran que las variantes
truncantes de TTN que afectan exones re-
levantes para el corazon estan enriqueci-
das en pacientes con MCD y se asocian

con una disfuncidén ventricular mas grave
[12]. Ademas, Leon et al. describieron que
las variantes de TTN que alteran el empal-
me y las variantes truncantes contribuyen
significativamente a la MCD familiar, desta-
cando la importancia de una caracteriza-
cion molecular integral en las
miocardiopatias hereditarias [16].

Estudios recientes han enfatizado la impor-
tancia de integrar evidencia estructural y
funcional, asi como el contexto a nivel de
transcrito, para la interpretacién de las va-
riantes de TTN [14,15]. Las herramientas
de prediccion estructural basadas en inteli-
gencia artificial, como AlphaFold2, han am-

Figura 1. Validacion cruzada independiente de la comparacion estructural entre el tipo silvestre y el
truncado mediante la herramienta de alineamiento estructural por pares del RCSB PDB.

\ \_\_ il
1_ e

Validacion cruzada independiente de la comparacion estructural entre el tipo silvestre y el truncado mediante la herramienta de
alineamiento estructural por pares del RCSB PDB (TM-align; RMSD global de 5,25 A, puntuacién TM de 0,27, 165/538 residuos
alineados con una identidad del 69 %). La superposicion 3D (derecha) muestra los modelos de tipo silvestre (naranja) y truncado
(azul) superpuestos: el nucleo de sandwich beta del dominio 1 se alinea casi perfectamente (centro), mientras que las regiones
enlazadoras flexibles y de baja confianza divergen, el patrén esperado para modelos generados independientemente de una
proteina multidominio con regiones de conexién desordenadas, en concordancia con el RMSD de 0,19 A restringido al dominio

reportado anteriormente.
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pliado la capacidad para evaluar las posi-
bles consecuencias estructurales de va-
riantes gendmicas raras [9,10]. En nuestro
analisis, la anotacién estandar de dominios
(InterProScan/Pfam) estableci6 que la trun-
caciéon p.Arg3936Ter elimina un dominio C-
terminal completo similar a lg, y el modela-
do con AlphaFold2 basado en MSA de los
fragmentos de tipo silvestre y truncado,
combinado con el alineamiento estructural
cuantitativo (Figura 1), confirmé indepen-
dientemente que la porcién conservada de
la proteina se pliega de manera idéntica
(RMSD de 0,19 A para el dominio conser-
vado), mientras que el segundo dominio
simplemente esta ausente en el modelo
truncado, exactamente como lo predijo la
anotacion de dominios. Esta convergencia
entre un método basado en anotacion y un
método estructural cuantitativo indepen-
diente (utilizando dos enfoques de alinea-
miento) proporciona evidencia sodlida y
mutuamente reforzante sobre la conse-
cuencia estructural de esta variante.

Interpretacion especifica por transcrito
de las variantes truncantes de TTN

Un hallazgo central de este estudio es que
la consecuencia truncante de p.Arg3936Ter
no es compartida entre las isoformas de
TTN: la anotacion mediante VEP mostro
una consecuencia de ganancia de codon
de terminacién  exclusivamente en

NM_133379.5 (Novex-3), mientras que la
misma posicion genodmica es intronica en el
91 % de los transcritos anotados. El mode-
lado con AlphaFold2 de ambos fragmentos
(Figura 2) confirma que se trata de una
pérdida definida del dominio terminal, en
lugar de una desestabilizacion general de
la proteina. Esto es esperable dado que
NM_133379.5 posee un exon C-terminal
corto y unico que no esta presente en las
isoformas canonicas [1], pero subraya que
la relevancia clinica de esta variante de-
pende especificamente de la expresion y
traduccién de la isoforma Novex-3, la iso-
forma en la que se basaron el reporte clini-
co original y la nomenclatura de la variante
[6]. Este hallazgo también resuelve una in-
consistencia interna entre herramientas au-
tomatizadas: la prediccion de NMD de
Franklin, basada en el metatranscrito cano-
nico, clasificaria incorrectamente el estado
de NMD de esta variante si se aplicara sin
referencia al transcrito clinico especifico; la
evaluacion especifica por transcrito de Var-
Some y nuestra confirmacién independien-
te mediante la estructura exdnica de
NM_133379.5 y las reglas estandar del
EJC convergen en la conclusion de que es-
ta variante escapa a NMD y se espera que
produzca una proteina truncada estable.

Esto tiene una implicacion mecanistica di-
recta: debido a que el transcrito truncado

Figura 2. Salida nativa de pLDDT por residuo de ColabFold para los fragmentos de tipo silvestre

(izquierda, 702 aa) y truncado (derecha, 538 aa).
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Salida nativa de pLDDT por residuo de ColabFold para los fragmentos de tipo silvestre (izquierda, 702 aa) y truncado (derecha, 538
aa), cada uno mostrando los cinco modelos clasificados (rank_1-rank_5) generados con un alineamiento mdultiple de secuencias
genuino. Los perfiles de confianza son practicamente idénticos en toda la regién compartida (posiciones 1-538); tnicamente el
fragmento de tipo silvestre se extiende hacia la region que codifica el dominio 2 (~posiciones 540-650), la cual esta ausente en el

fragmento truncado.
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escapa a NMD, se espera que el producto
proteico truncado sea traducido y se acu-
mule, en lugar de ser degradado. En com-
binacibn con la evidencia a nivel de
dominio y estructural descrita anteriormen-
te —pérdida completa y confirmada de un
dominio C-terminal similar a Ig, con una re-
gién conservada que presenta un plega-
miento idéntico—, esto respalda un
mecanismo de pérdida de funcion median-
te la produccion de una proteina titina esta-
ble pero deficiente en un dominio,
especifica de la isoforma Novex-3, en lugar
de un mecanismo de haploinsuficiencia por
degradacion del transcrito.

Finalmente, este estudio destaca la cre-
ciente utilidad de la bioinformatica estructu-
ral y del modelado basado en inteligencia
artificial en la gendémica cardiovascular de
precision, cuando se aplican teniendo en
cuenta el contexto especifico del transcrito
y se validan mediante métodos indepen-
dientes de alineamiento estructural. Sigue
siendo necesaria la validacion experimental
para confirmar las consecuencias funciona-
les exactas de esta variante; los hallazgos
actuales respaldan el papel de la gendmica
computacional integrativa como herramien-
ta complementaria para refinar la interpre-
tacion de variantes truncantes raras de
TTN, particularmente en poblaciones lati-
noamericanas subrepresentadas.

Limitaciones

Este estudio presenta cuatro limitaciones
principales. Primero, no se realizaron expe-
rimentos de validacién funcional; las conse-
cuencias bioldgicas descritas aqui continuan
siendo inferidas computacionalmente.

Segundo, no se dispuso de un analisis de
segregacion para confirmar la cosegrega-
cion con la enfermedad.

Tercero, no se cuantificé directamente la
expresion cardiaca relativa de la isoforma
Novex-3, lo que fortaleceria la interpreta-
cion de su relevancia clinica. Cuarto, el
modelado y el alineamiento estructurales,
aunque fueron validados mediante dos mé-
todos independientes, siguen siendo pre-
dicciones computacionales y no estructuras
determinadas experimentalmente.

CONCLUSIONES

Este estudio respalda una clasificacion de
la variante TTN p.Arg3936Ter como proba-
blemente patogénica y con pérdida de fun-
cion (PVS1, PM2), identificada en la misma
paciente reportada originalmente por Ce-
defo-Escudero et al. [6]. Su efecto truncan-
te es especifico de la isoforma Novex-3
(NM_133379.5), escapa a la degradacion
mediada por codones de terminacién pre-
matura y, segun lo confirmado indepen-
dientemente mediante la anotacion de
dominios y un alineamiento estructural vali-
dado de forma cruzada, produce una pro-
teina estable que conserva un primer
dominio similar a |g correctamente plegado
(RMSD de 0,19 A frente al tipo silvestre),
pero carece por completo del segundo.

Estos hallazgos ilustran el valor del analisis
computacional especifico por transcrito y
validado estructuralmente de forma cruza-
da para interpretar variantes truncantes ra-
ras de TTN en poblaciones
subrepresentadas como la de Panama; si-
guen siendo necesarios estudios de valida-
cion funcional y segregacion para confirmar
el mecanismo propuesto.
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