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RESUMEN:

Busqueda de mutaciones en los exones 3 al 26 del gen myh7, en pacientes con miocardiopatia
hipertrofica familiar en Venezuela (MHF).

Guerrero, David. 1 2 y Rodriguez, Rosalva 2.
1. Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias. Universidad Central de Venezuela

2. Centro de Biologia Estructural. Instituto VVenezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC).

La miocardiomiopatia hipertréfica familiar (MHF) es una enfermedad
autosomica dominante con caracteristicas fisiopatologicas unicas y una gran diversidad de
caracteristicas morfoldgicas, funcionales y clinicas. Es una enfermedad cardiaca primaria,
en la que la caracteristica diagndstica basica es la hipertrofia del ventriculo izquierdo
(HVI). La prevalencia en la poblacion general es de aproximadamente 0.2% (1 en 500). La
mortalidad anual para pacientes con MHF es de 3-4%. El curso clinico varia desde
pacientes totalmente asintomaticos hasta aquellos con fallas cardiacas graves cuya

consecuencia mas importante es la muerte sabita.

La MHF se asocia con mutaciones en los genes que codifican proteinas del
sarcémero de miocitos. Se han identificado mutaciones en 12 genes sarcomericos, aungque
el gen de la cadena pesada de la B-miosina cardiaca myh7 es donde se han reportado el
mayor numero de mutaciones, siendo las mutaciones en el subfragmento S1 de la proteina

codificado por los exones 3 al 26 del gen myh7, las que producen mayor hipertrofia y
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muerte sUbita. Es por esto que la estrategia de identificacion de mutaciones asociadas a
MHF se enfocO mayormente en el estudio de este gen. Ya que existen diversas
complicaciones para detectar la MHF, se han desarrollado variedades de técnicas, basadas
en criterios moleculares que facilitan el diagndstico de la enfermedad en su fase preclinica
y la estratificacion del riesgo. Una de estas técnicas es SSCP-PCR (polimorfismo de
conformacion de cadena sencilla de ADN) que se ha usado para detectar cambios puntuales
en los genes del sarcomero, esta técnica junto con la secuenciacion automatizada se
implemento en este trabajo para estudiar la naturaleza de los cambios ocurridos en las
secuencias codificantes del gen MYH?7. El estudio se delimito a 9 exones de los 40 exones
totales del gen MYH?7 los cuales poseen alta incidencia de mutaciones. Se realizaron SSCP
para los exones 14, 16, 19, 20 y 21 analizando las secuencias del restos de los exones
perteneciente a cada paciente. Mediante SSCP no se observd diferencias en la movilidad
electroforética de las muestras de paciente con respecto a los controles. El analisis directo
de secuencias, mostrd6 un cambio en el exon 16 del paciente 001, el cual genera la
traduccion del mismo aminoéacido que los controles y la base de datos. Adicionalmente, se
realizo un modelo molecular de la proteina cadena pesada de beta-miosina cardiaca donde
se evalud una mutacion previamente reportada. Segun los andlisis realizados se puede

inferir que la mutacion interfiere degenerativamente en la interacion actina-miosina.
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l. INTRODUCCION.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), definidas principalmente como aquellas que
afectan al corazon y los vasos sanguineos, son la principal causa de muerte en el mundo.
Para el 2004 las muertes por este tipo de enfermedades se contabilizaban en 17.1 millones
de personas lo cual representaba el 29% de todas las muertes a nivel mundial. Segin la
organizacion mundial de la salud (OMS) se calcula que para el 2030 moriran cerca de 23,6
millones de personas por ECV, especificamente por miocardiopatias y accidentes

cardiovasculares (ACV), ademas, se estima que sigan siendo la principal causa de muerte,

sobre todo en paises subdesarrollados. (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/

es/index.html).

En Venezuela las muertes por ECV representan el 31% de todas las defunciones segun
cifras aportadas en el afio 2008 por el ministerio popular para la salud

(http://www.mpps.gob.ve/)

Entre las principales enfermedades cardiovasculares se encuentran: Las enfermedades
monogeénicas, caracterizadas por elevar los niveles en plasma de lipoproteinas de baja
densidad (LDL), como ejemplo de este tipo de enfermedad tenemos: hipercolesterolemia
familiar, que produce un aumento en la presién de las arterias coronarias. La principal
causa de la hipercolesterolemia son mutaciones en los receptores de proteinas de baja
densidad (LDLR). Otro tipo de hipercolesterolemia es la enfermedad de unién defectuosa
del ligando apolipoproteina B-100, de caracter familiar autosémico recesivo, siendo la

causa una interrupcion en el funcionamiento de los receptores LDLR por mutaciones en la
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proteina adaptadora ARH. La sitosterolemia que aumenta los niveles de colesterol en

sangre debido a mutaciones en los factores ABCG5 y ABCGS8 (Bruno y Matthew, 2009).

La hipertension es otro ejemplo de un tipo de enfermedad cardiovascular, con una
prevalencia de 20% en la poblacion general cuya principal causa son mutaciones en genes
involucrados en la regulacion renal de los iones CI', Na®, K*. La trombosis y hemostasia,
también se ubican dentro del grupo de ECV y estan caracterizadas porque el paciente
presenta una falla en el sistema de coagulacion. Una de sus principales causas es la variante
comun en el gen del factor V que codifica para la proteina proacelerina (factor labil de la
coagulacion), con una sustitucién de glutamina por arginina en la posicion 506
(Arg506GIn), que impide la degradacion del factor V y promueve la formacion de
coagulos. Las arritmias presentan, como consecuencias clinicas la repolarizacion anormal
de las células cardiacas durante la generacion de potenciales de accidn, causada por

mutaciones en canales de calcio y potasio (Alan E. 2003; Rogers K, 2011).

Una de las mas importantes y complejas ECV son las diferentes tipos de
miocardiopatias donde encontramos: Hipertrofica familiar (MHF), miocardiopatia dilatada

(MD) y miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho. (MAVD)

La miocardiopatia hipertrofica familiar (MHF) es una enfermedad autosdémica
dominante, cuya causa principal son mutaciones en los genes que codifican proteinas del
sarcémero, afectando la contraccion muscular y provocando un engrosamiento en el
ventriculo izquierdo del corazén, reflejandose en sintomas que incluyen: disnea, sincope y
angina, pudiendo conducir a muerte subita debido a taquiarritmias ventricular o taquicardia

ventricular (TV) (Alan E. 2003; Judge y Johnson, 2008).
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La MD se caracteriza por dilatacion ventricular y discapacidad para la contraccion
muscular, con una incidencia es de 5-8 casos por cada 100000 personas, y por ultimo
MAVD, que afecta principalmente el ventriculo derecho, ocasionando arritmia ventricular
sostenida, que puede llevar a la muerte cardiaca subita (MCS) (Judge y Johnson, 2008;

Bruno y Matthew, 2009).

Segun la organizacion panamericana de la salud, las enfermedades cardiovasculares
causan una elevada mortalidad y morbilidad a nivel mundial especialmente en paises de
Latinoamérica y el Caribe como Venezuela (http://www.paho.org/hia/lhome.html). Siendo
la MHF la que posee las tasas més altas de muerte subita en jovenes y alta morbilidad en
ancianos. Esta enfermedad presenta una fisiopatologia unica y una gran diversidad de
caracteristicas morfoldgicas, funcionales y clinicas, con prevalencia en la poblacion general
de 0,2% (Ramirez y Padrén, 2004; Alcalai y col, 2007). EL diagnostico clinico de esta
patologia se hace dificil porque se presenta con diversos niveles de expresividad, e
inclusive en cualquier etapa de la vida del paciente, con etiologia no definida teniendo alta
variabilidad intra e intergenética (Rodriguez y col, 2009), por ende muchos paises se han
dado a la tarea de estudiar esta enfermedad con la finalidad de poder realizar un diagnostico
utilizando herramientas de biologia molecular por ser sensibles, rapidas y no invasivas para
descartar o no la presencia de MHF (Richard y col, 2000; Lowey S, 2002; Kawaguchi,
2003; Nanni y col, 2003; Doolan y col 2004; Song y col, 2005; Piva e Mattos y col, 2008;

Hussain y col, 2009; Marian A, 2010; Wordsworth y col, 2010).

En este trabajo el principal objetivo es analizar los exones 3 al 26 del gen myh7 ya que
es uno de los principales genes asociados a la MHF, donde se ha reportado hasta un 40 %

de los casos (Ramirez y Padrdon, 2004). Con este estudio se espera poder contribuir a definir

19



si los pacientes poseen mutaciones asociadas a MHF, identificar la mutacién e inferir cuéles
son sus implicaciones en la estructura-funcion de la proteina, lo que podria servir para

estratificar riesgos y ofrecer bases moleculares para el tipo de tratamiento.
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II. MARCO TEORICO.

El sistema cardiovascular humano esta constituidos por vasos sanguineos y el
corazon, este Gltimo es el 6rgano motor que permite disgregar sangre en todo el cuerpo
llevando oxigeno y nutrientes a las células, e intercambiando CO; al medio ambiente,

contribuyendo de esta manera a la homeostasis fisiologica.

I11.1. Sistema cardiovascular.

El sistema cardiovascular en humano es una estructura anatdmica cerrada que
conduce y hace circular la sangre. Estad conformado por arterias, arteriolas, capilares, venas,
vénulas y por supuesto el corazon. Este sistema, se divide en dos circuitos de circulacion
(figura 1), que son: El circuito pulmonar donde ocurre la difusion de CO, al medio
ambiente y la entrada de oxigeno a la sangre que se dirige al corazon, y el circuito sistéemico

donde ocurre la difusion bidireccional de oxigeno y CO; en el resto del cuerpo.

i Venas
Arterias
pulmonares pulmonares
Venas .
cavas Arteria
aorta

Figura 1. Circulacion de la sangre a través del sistema cardiovascular. Las fechas negras indican la direccion
del flujo sanguineo. (Modificado de  blognutricionyalimentacion.blogspot.com/2009/02/sistema-
circulatorio.html, 2011)
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El recorrido de la sangre ocurre a través de las arterias que llevan la sangre
oxigenada del corazon hacia los capilares, y las venas que retornan la sangre desoxigenada
de las células del cuerpo, al pulmén, siendo en los capilares donde ocurre el intercambio
bidireccional entre la sangre y los demas tejidos, transportando principalmente oxigeno
(0,), metabolitos y algunas hormonas, asi como intercambiando diéxido de carbono (CO,)

y productos de desecho (www.texasheartinstitute.org/HIC/Anatomyy/).

11.2. Estructura y funcionamiento del corazén.

El corazén es una bomba muscular con valvulas que impulsan la sangre por todo el
cuerpo. El corazon del humano esta constituido por cuatro camaras, dos auriculas y dos

ventriculos (figura 2).

Vena cava superior
Nodulo

auriculoventricular

Noédulo

senoauricular Auricula izquierda

Auricula
derecha

Vena cava

i <
inferior Venas pulmonares

izquierdas

Valvula
mitral

Valvula
tricuspide Ventriculo

izQuierdo

Fasciculo
de His

Tabique

Musculo ventricular

papilar

Ventriculo
derecho

Figura 2. Corte transversal del corazon. Se sefiala el nédulo senoauricular donde se encuentra la region
marcapasos y comienza el PA, se indican las cuatros cAmaras y las valvulas que intervienen en la contraccion
muscular. Tomado de Randall y col, 2002.
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El masculo cardiaco es un tipo de masculo estriado, funcional y estructuralmente
similar al musculo esquelético (tabla 1). El latido cardiaco consiste en una contraccion
(sistole) y relajacion (diastoles) ritmicas de la totalidad de la masa muscular. La actividad
eléctrica comienza en la region marcapasos del corazon y se propaga hacia todos los
miocardiocitos (células cardiacas) iniciando un potencial de accion (PA) en cada una de
ellos, generando asi una contraccion ritmica debido a la propiedad de acoplamiento celular
a través de las uniones de membranas de los miocardiocitos (Randall y col, 2002; Rogers

K, 2011).

Tabla 1. Caracteristicas principales de los dos tipos de musculo estriado.

Musculo estriado
Propiedad/componente Esqualstico Cardiaco
patron de bandeado visible §i
filamentos gruesos de miosina ¥ §i 5i
filamentos delgados de actina
Tropomiosina y troponina 51 Si
Tubulos transversos 51 51
Reticulo sarcoplasmatico Bien desarrollado Bien desarrollado
Mecanismo de contraccion Deslizamiznto d= filamantos Daslizamiznto de filamantos
eruzsos v finos sobrz llos, srussos v finos sobrz allos
Inervacion Mervios somsticos Mervios autonomos
Iniciacion de la contraccion Heurogznico Mioganico
Papel del on calcio parala RS LECyRS
activacion
Uniones hendidas entre fibras No 51
Velocidad de contraccion Rapida o lants depandizndo deltipn  Lants
de fibra.

RS: reticulo sarcoplasmatico. LEC: liquido extracelular. Tomado de Randall y col, 2002;
Rogers K, 2011.

Cuando el corazén se contrae, se producen una serie de acontecimientos
secuenciales que involucran cambios de presién y flujo (figura 3) que comprenden los

siguientes pasos: 1ro) durante la diastole o periodo de relajacion, las valvulas aorticas
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cerradas mantienen grandes diferencias de presion entre los ventriculos relajados y las
arterias aorta y pulmonar. Las valvulas auriculovetriculares estan abiertas y la sangre fluye
directamente desde el sistema venoso a los ventriculos. 2do) Cuando se contraen las
auriculas, las presiones aumentan en su interior y la sangre es impulsada a los ventriculos.
3ro) conforme los ventriculos inician su contraccion, aumentan las presiones en los
ventriculos y superan las del interior de las auriculas. En este momento, las valvulas
auriculovetriculares se cierran, evitando asi el reflujo de la sangre hacia las auriculas y
contintia la contraccion ventricular. 4to) La presion interventricular aumenta rapidamente y
finalmente supera la presion de las arterias aorta y pulmonar. Las valvulas adrtica y
pulmonar se abren y la sangre es expulsada a las arterias, causando un descenso en el
volumen ventricular. 5to) Conforme los ventriculos comienzan a relajarse, las presiones
interventriculares descienden por debajo de la presion de las arterias, las valvulas aorticas
se cierran y se produce una relajacion isométrica del ventriculo. Una vez que las presiones
ventriculares disminuyen por debajo del de las auriculas, las valvulas auriculovetriculares

se abren, y se inicia de nuevo el llenado ventricular y se repite el ciclo.

Auriculs

izqQuiordan )

Vantriculo
izquiardo

Auriculn \
darochn

Vaentriculo
daracho

(1) Semidiastole

@

(3) Contraccion (4) Expulsion (5) Relajacion
ventricular ventricular ventrioular
Isomaétricn Isomoétricn

Figura 3. Secuencia de acontecimientos en un ciclo cardiaco. Las flechas indican el movimiento de sangre, en
gris se muestra el musculo relajado y en negro el musculo contraido. Modificado de Randall y col, 2002.
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Es importante destacar que la presion més alta durante el ciclo cardiaco, se alcanza
en el ventriculo izquierdo del corazon cercano a los 120 mm Hg, mientras que en el
ventriculo derecho alcanza una presion de 40 mm Hg, teniendo ambos ventriculos en

mismo volumen de llenado sanguineo (Randall y col, 2002).

Los diferentes tipos de miocardiopatias afectan el correcto funcionamiento del ciclo
cardiaco (Rogers K, 2011) ya que generan disfuncion sistélica o diast6lica, donde las
principales anomalias se encuentran en el propio miocardio (Dzau y Choong-Chin Liew,

2007).

11.3. Tipos de miocardiopatias.

Entre las miocardiopatias mas comunes se encuentran la miocardiopatia dilatada
(MD), la miocardiomiopatia arritmogénica del ventriculo derecho (MAVD) y la

miocardiopatia hipertrofica familiar (MHF).

11.3.1. Miocardiopatia dilatada (MD).

Es una enfermedad cardiaca primaria, sin causa especifica conocida, aunque se ha
asociado con factores genéticos de caracter familiar como miocarditis viral 6 anomalias del
sistema inmunitario, entre otras, en cuanto a los factores genéticos se han descrito genes
involucrados en la patologia con caracter dominante y recesivo e incluso ligado al
cromosoma X. Clinicamente se observa una predominante dilatacion ventricular izquierda
o incluso de ambos ventriculos con discapacidad contractil del miocardio.
Histoldgicamente se observan cicatrices en la valvula mitral y tricuspide. Las caracteristicas
fisiopatologicas de MD incluyen un aumento en el volumen ventricular con adelgazamiento

de la pared ventricular teniendo de moderada a severa reduccion de la funcién contréactil.
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Los principales sintomas clinicos incluyen fatiga, intolerancia a la actividad fisica y angina
(Keller, 2002; Dzau y Choong-Chin Liew, 2007; Peter y Matthew, 2009; McBride y Garg,
2010). Posee una prevalencia en la poblacion de 300-400 pacientes por cada millon de
personas, sin embargo otros autores indican que dependiendo del método de diagndstico los
casos varian entre 5 y 8 casos por cada 100000 personas. La complicacion diagnostica se
debe a factores como: mutaciones de novo, evaluacién incompleta de las genealogias,
fenotipos que dependen de la edad, y penetrancia incompleta, siendo responsable de hasta

un 30% de mortalidad por muerte subita (Judge y Johnson, 2008; Peter y Matthew, 2009).

11.3.2. Miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho (MAVD).

Las manifestaciones clinicas de MAVD a menudo comprenden arritmias que causa
muerte subita principalmente en adolecentes y atletas. Es de caracter autosdmico dominante
con variante autosdmico recesiva, involucrando hasta 7 genes, cinco de las cuales son
proteinas de desmosomas. Su etiologia es desconocida, la prevalencia en la poblacion varia
de 1/5000 a 1/10000 personas, afectando mas hombres que a mujeres en una relacion 3:1,
siendo responsable de hasta un 20% de casos de muerte subita, de éste total un 15-50%
corresponde a casos familiares. La presentacion clinica consiste en arritmias de ventriculo
derecho con patrones de blogueo de la parte izquierda del corazon. Patofisiologicamente se
caracteriza por una progresiva degeneracion presentandose un reemplazo de fibras
musculares por &cidos grasos en las paredes del ventriculo derecho quedando aplanado y
provocando un adelgazamiento lo que produce inestabilidad eléctrica provocando
taquicardia ventricular (VT) o fibrilacion ventricular (FV) (Dzau y Choong-Chin Liew,

2007; Judge y Johnson, 2008; Peter y Matthew, 2009).
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11.3.3. Miocardiopatia hipertréfica familiar (MHF).

La Miocardiopatia Hipertrofica Familiar (MHF) es una enfermedad autosomica
dominante, con una fisiopatologia Unica y una gran diversidad de caracteristicas
morfoldgicas, funcionales y clinicas (Ramirez y Padrdn, 2004). Es una enfermedad cardiaca
primaria, en la que la caracteristica diagnostica principal es la hipertrofia del ventriculo
izquierdo (HVI) sin dilatacion ventricular (figura 4), en ausencia de cualquier otra
enfermedad del corazén o sistémica, como desorden de miocitos y fibrosis cardiaca, que
tienda a la hipertrofia del miocardio, siendo la principal consecuencia la muerte subita

(Elliott y McKenna, 2004; Ramirez y Padron, 2004; Alcalai y col, 2007).

La prevalencia en la poblacion general es de aproximadamente 0,2% (1 en 500), cuya
mortalidad anual para pacientes es de 3-4%, y alrededor de 6% en nifos.
Aproximadamente, 60% de los casos indican un historial genético positivo, (Mdrner y col
2003; Song y col, 2005; Alcalai y col, 2007) sin embargo, Carneiro y col, 2009 indican
que hasta un 90% de los casos son de origen genético y en los casos restantes, no se tiene

aun una etiologia definida (Ramirez y Padron, 2004).

La MHF se ha asociado a mutaciones en proteinas del sarcomero cardiaco, mutaciones
en proteinas del sistema de regulacion del i6n calcio en el sarcoplasma y mutaciones de
proteinas implicadas en el metabolismo mitocondrial y del procesamiento de glucégeno
(Peter y Matthew, 2009). Otras mutaciones se han asociado a genes que se denominan
modificadores, involucrados en el arreglo del sarcomero como, por ejemplo, el gen de la
enzima convertidora de angiotensina que es el principal componente del sistema renina-

angiotensina (Rodriguez y col 2009).
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Su principal caracteristica morfoldgica es la hipertrofia tipicamente asimétrica
mostrandose difusa o localizada en el ventriculo izquierdo o el tabique ventricular. Aunque
la MHF se puede manifestar sin mostrar estas caracteristicas morfoldgicas, se puede
observar un fenotipo donde se manifiesta un desarreglo de miocardiocitos y miofibrillas
provocando desorientacion entre células adyacentes (Tanigawa y col 1990, Peter y
Matthew, 2009; Rodriguez y col 2009). Uno de los principales problemas al estudiar esta
patologia es que existe una marcada variacion fenotipica, que viene definida por la
magnitud y extension de la hipertrofia del miocardio. En todo caso los cambios que ocurren
en la arquitectura de los miocardiocitos traen consecuencias graves como rigidez
ventricular y reduccion de la distensibilidad ventricular lo que puede conducir a una
relajacion prolongada llevando al menoscabo del llenado y salida diastolica. EI incremento
en el grosor de la pared ventricular lleva a su vez a un incremento en la demanda de
oxigeno, produciendo muerte celular, fallas eléctricas, aumento de la acidez y fibrosis
(Mdrner y col 2003; Peter y Matthew, 2009). También puede ocurrir reduccion de los vasos

coronarios producto de una hipertrofia general del ventriculo (Elliott y McKenna, 2004).
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Figura 4. Organizacion de los miocitos. En un corazén normal (A) y en un corazén con MHF (B) (Tomado de
Seidman y Seidman, 2001).
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11.3.3.1. Sintomatologia de la MHF.

Los sintomas tipicos mas comunes de MHF incluyen: Dolor de pecho, disnea,
palpitaciones, y con menos frecuencia, sincope, siendo las arritmias cardiacas las que
predominan en este tipo de paciente, en especial la fibrilacién auricular y la taquicardia

ventricular no sostenida (Alcalai y col, 2007; Carneiro y col, 2009).

La MHF es una enfermedad que puede aparecer en cualquier etapa de la vida, pero
sobre todo después de la pubertad (Elliott y McKenna, 2004), afectando tanto a hombre
como a mujeres por igual, sin embargo, los sintomas son mas pronunciados en hombre que
en mujeres, aungque no se conoce todavia los mecanismos que expliquen esta tendencia
(Luczak y Leinwand, 2009). La MHF posee gran variabilidad clinica que va desde personas
totalmente asintomaticas, hasta aquellas con sintomas de falla cardiaca y eventualmente
muerte sUbita, siendo los casos asintomaticos, los de mayor incidencia. La MHF se ha
descrito entre adultos jovenes en edades menores a los 35 afios y es una causa importante
de morbilidad y mortalidad entre los ancianos (Ramirez y Padrén, 2004; Tardiff J, 2005;
Alcalai y col, 2007; Castro y col, 2009; Rodriguez y col 2009). El porcentaje de pacientes
con sintomas severos aumenta con la edad y cuando la enfermedad se presenta en nifios y
adolescentes, las fallas de corazon son mas severas resultando en prondsticos mas

desfavorables de sobrevivencia (Castro y col, 2009).
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Tabla 2. Caracteristicas de las principales sintomatologia clinica y morfolégica de

la tres principales miocardiopatias.

Miocardiopatias: MHF MD AMAVD
Ventriculo Izquierdo [zquierdocon Derecho con infiltracién del ventriculoizq.
sobre todo la pared dilatacién Sustinicién de miocitospor dcidos grasos.
ventricular dela cimara
ventricular

Auricula

Hemodinamica

Electrofisiologia

Histologia

Sintomas

Prevalencia

Alodo de
herencia

Casos familiar
Modo de muerte

Dilatacion de la auricula
Izg.

Reduccidn diastélica

Arritmias ventricular

Hipertrofia v
desarreglo miofibrillar

Disneas, sincope,
angina,

palpitaciones, embalia v
FCH

1:500

Antosomica dominante

50%
Muerte subita

Dilatacion dela
auricula Izq.

O dilatacién
Biauricular.
Reduccicn diastélica v
sistolica

Arritmias ventricularv
deficiencia conduccién
gléctrica

Apoptosis, fibrosis,
hipertrofia v

atrofia de las miofibras
Fatiga, intolerancia al
gjercicio,

Angina v FCH.

1:2500

Autosomica
dominante, recesivav
ligadoa X

30%

muerte siubitav FCH

Dilacién auricula derecha

Aveces reduccion sistdlica v diastolica.
TV v deficiencia conduccion eléctrica
Infilracion de acidos grasos por miofibras e
inflamacidn

Sincopes v palpitaciones.

1:5000
autosomica dominante

15-50%
Muerte subita

FCH: falla del corazdn por congestion.

Tomado de Randall y col, 2002.

11.4. Diagnostico clinico de la MHF.

Un diagnostico primario de miocardiopatia lo constituye el diagndstico fisico clinico y
los antecedentes familiares, pero estos criterios solo pueden ser considerados entre las
personas que presenten la sintomatologia, ademas estos criterios suelen ser pocos certeros
para discriminar entre los diferentes tipos de miocardiopatias, ya que estas presentan

manifestaciones fisiopatoldgicas similares (tabla 2) (Piva e Mattos y Col, 2008).
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El principal criterio fenotipico para el diagnostico clinico de MHF es la observacion
de una hipertrofia predominante del tabique interventricular izquierdo la cual se detecta por
una evaluacion ecocardiografica, donde se han registrado valores de engrosamiento de la
pared, de hasta 20 mm o mas, e incluso menores, (entre 13 y 15 mm, siendo el
engrosamiento normal para una persona adulta 12 mm de espesor (Louie y col 1986;
Ramirez y Padrén, 2004). En general, el 0,2% de las personas con la enfermedad, tienen un
grosor de la pared mayor o igual a 15 mm (Castro y col, 2009). Por otra parte, no todo
desarreglo miofibrillar, que generalmente se extiende entre un 5 y 30% del tejido del
miocardio, tiene una correlacion con el grado de hipertrofia, la correlacion que existe es
baja (Ramirez y Padron, 2004). Por tanto, en algunos estudios consideran el uso simultaneo
del electrocardiograma como técnica complementaria para el diagnostico de MHF (Castro

y col, 2009).

El diagnostico de las formas genéticas se puede ver afectado por al menos tres factores
que son: 1) La evaluacion de familias pequefias con un reducido nimero de afectados, 2) La
adopcidn de criterios ecocardiograficos muy rigidos y 3) La presencia de mutaciones con
penetrancia incompleta. Se discute que este Gltimo factor, es el causante de la gran
variabilidad estadistica en referencia al porcentaje de deteccién de la MHF (Ramirez y
Padrdn, 2004; Castro y col, 2009) también se sugiere que puede deberse a mutaciones de

novo (Alcalai y col, 2007).

Como se ha mencionado, es posible que no se observe una hipertrofia del ventriculo
izquierdo, especialmente cuando se estudian casos de nifios y adolescentes, por lo cual se
recomienda efectuar un electrocardiograma como técnica mas adecuada para detectar estos

pacientes. Cerca del 50% de adultos portadores del fenotipo, exhiben un grosor de la pared,
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normal al ecocardiograma, sin embargo, presentan alteraciones electrocardiogréaficas, lo que
trae como resultado que el fenotipo esté representado por un espectro continuo, que va
desde macroscépicamente normal hasta las formas severas que muestran una masiva

hipertrofia del miocardio (Ramirez y Padrén, 2004; Borchert y col, 2010).

I1.5. Tratamiento para MHF.

Durante los tltimos 20 afios se ha estudiado la miocardiopatia hipertrofica desde el
punto de vista clinico, fisiopatolégico y genético, con el propésito de determinar las causas
y el desarrollo de la enfermedad asi como también, determinar los factores de riesgo que
causen muerte entre las personas afectadas, y al mismo tiempo, con las diversas
investigaciones se han desarrollado tratamientos que permitan mejorar la calidad de vida de

los pacientes con MHF (Hagege y Desnos, 2009; Wheeler y Pavlovic, 2009).

Entre los tratamientos mas comunes se encuentran tanto los procedimientos
invasivos como los que no requieren intervencion quirurgica. Entre los primeros destacan:
Terapias Eléctricas como por ejemplo: Instalacion de un marcapaso bicameral, por su
nombre en ingles Dual Chamber Pacing (DDD) e implantes de desfibriladores cardiacos
(IDCs). La implementacion de estos sistemas es efectiva para evitar muerte stbita asi como
reanimacion y control de la contraccién muscular del corazén, sin embargo, la intervencién
puede resultar complicada por riesgos de infeccién que implica, ademas de penetrar areas
con grandes vasos sanguineos, considerando ademas la remocién y remplazo cada 5 0 7
afios (Sherrid M, 2006). Por otra parte, la Ablacion Septal por Alcohol, por su siglas en
ingles (ASA), se ha convertido en los ultimos afios en una importante opcion terapéutica

para pacientes con sintomas mas severos de la enfermedad (Hagége y Desnos, 2009). Y no
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es un procedimiento tan invasivo como los anteriormente mencionados. Este ultimo
tratamiento consiste en la perforacién con una aguja, mediante la oclusion con etanol 96%,
de una rama septal con lo cual se persigue reducir el grosor del tabique interventricular
hipertrofiado. Con el uso de este tratamiento se ha observado una aguda reduccion de la
hipertrofia en el 90% de los pacientes tratados. Sin embargo estas intervenciones resultan
insuficientes, debido a los multiples factores etiol6gicos y no conocidos que intervienen en
el desarrollo de la enfermedad, por lo tanto es necesario desarrollar nuevos tratamientos que
contemplen el uso de drogas (Seggewiss y Rigopoulos, 2003; Sherrid M, 2006). Como los
blogueadores tipos Il de angiotensina en humanos, donde se ha observado una reduccién de
la masa ventricular (Yamazaki y col, 2007). Como se mencion0 anteriormente este sistema
participa en el transporte y arreglo estructural de las proteinas del sarcomero. Otras drogas
usada en el tratamiento farmacologico actual de pacientes con MHF incluyen el uso de -
blogueadores (sin actividad simpatica intrinseca), bloqueadores de los canales de calcio (sin
actividad vasodilatadora) como disopiramida y diltiazan. Los B-bloqueadores son el pilar de
la terapia y la primera opcion en todos los pacientes, a menos que exista una
contraindicacion, sus efectos beneficiosos se deben en parte a que previenen el aumento de
los niveles de catecolaminas, las cuales aumentan la frecuencia cardiaca, la contractilidad
ventricular y la rigidez. Los efectos colectivos de los B-blogueadores conducen a la
relajacion ventricular, mejorando y aumentando el tiempo de llenado diastolico y, por lo
tanto, a la mejora de la presion diastolica. Ademas, el tratamiento con B-bloqueadores
reducen las arritmias ventriculares y supraventriculares. Sin embargo, aun no se han
establecido los efectos del tratamiento con bloqueadores beta en la muerte del tejido
cardiovascular y el riesgo de muerte subita cardiaca. Los Bloqueadores de los canales de

calcio como disopiramida y diltiazan también son beneficiosos, en parte, a través de sus
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efectos negativos inotrépico (reduccién de la fuerza de contraccién) y cronotropico

(reduccidn de la frecuencia de contraccion) (Marian A, 2009).

11.6. Causas de MHF: mutaciones en genes que codifican para las proteinas del

sarcomero.

Se ha relacionado la MHF con mutaciones en méas de 12 genes (Castro y col, 2009).
Siendo los genes del sarcomero los mayormente afectados (Ahmad y col, 2005) con un
reporte méas de 630 mutaciones diferentes (Xu y col, 2010), y la frecuencia en la incidencia
de las mutaciones varia para cada gen de acuerdo a las poblaciones estudiadas. Hasta ahora
los genes MYH7 y MYBPC3 han sido los que poseen los mas altos reporte de mutaciones
relacionadas con MHF (Keller y col 2009) (ver tabla 3). También se ha encontrado que
aproximadamente un 5% de pacientes con hipertrofia cardiaca, poseen mutaciones en genes
que no codifican para proteinas del sarcomero (Alcalai y col, 2007). Algunos de éstos genes
son: KCNQ4 que codifica para un canal de potasio dependiente de voltaje (Ramirez y
Padrdn, 2004). PRKAG2 que codifica una proteina quinasa activada por una subunidad de
AMP (adenosin monofosfato), gen GLA que codifica para la a-galactosidasa y LAMP2 gen
que codifica para la proteina 2 de union de membrana de lisosoma (Hershberger y col,

2009).
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Tabla 3. Genes del sarcomero asociados a MHF.

Locus Simbolo  Gen NUmero de Porcentaje de
mutaciones acuerdo al N°
de mutaciones
1932 TNNT2 troponina cardiaca T2 39 7,10%
2q31 TTN Titina <5 1%
3p21 MYL3 cadena ligera esencial de la 7 1,30%
miosina
3p21- TNNNC1 troponina C cardiaca 7 1,30%
pl4
11p11.2 MYBPC3 proteina C de unién a miosina 187 33,90%
12923- MYL2 cadena ligera reguladora de la 7 1,30%
24 miosina
14912 MYH7 cadena pesada B-miosina 233 42,30%
cardiaca
14912 MYH6 cadena pesada a-miosina <5 1%
cardiaca
15914 ACTC actina cardiaca 7 1,30%
1522 TPM1 a-Tropomiosina 15 2,70%
19p13.2 TNNI3 troponina | cardiaca 37 6,70%

Tomado y modificado de Xu y Col, 2010.

11.7. Correlacidn genotipo-fenotipo y diversidad fenotipica de la MHF.

La diversidad clinica de la MHF se refleja por el amplio espectro de mutaciones en los

genes que codifican para las proteinas del sarcomero, ademdas de una diversidad

genéticamente heterogénea, donde se incluyen otros genes que no codifican proteinas del

sarcomero y que influyen directa o parcialmente en el desarrollo de la enfermedad, y por

tanto en su manifestacion clinica, ademas de genes ambientales y estilo de vida de la

persona, que pueden contribuir a agravar la enfermedad (Alcalai y col, 2007). Tomando en

cuenta esta informacién se ha creado una clasificacion de mutaciones segun su efecto

fenotipico y antecedentes familiares en dos grupos: leves-benignas y moderadas-malignas,

las mutaciones leves-benignas son aquellas que se encuentran ligadas a pacientes con o sin

historia familiar positiva, y de baja a moderada penetrancia, sintomas leves y no asociadas a
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muerte sUbita cardiaca o a otros eventos cardiacos severos como transplante de corazon,
miectomia y fallas graves del corazén, este tipo de mutaciones se encuentran
principalmente en las proteinas a-actina cardiaca, CLR (cadena ligera reguladora),
cMyBPC y con més baja incidencia en a-Tm, por otro lado las mutaciones moderadas-
malignas, estan asociadas a pacientes con o sin historial positivo, pero la sintomatologia
aparece a edades mas temprana, porque se registra una alta penetrancia que involucran o no
la muerte sUbita, con sintomas que van de moderados a severos, donde mucho de los
pacientes muestran fibrilacion atrial, lo que conlleva en algunos casos a requerir implantes
de desbriladores o miectomia. Los genes mas afectados son CTNT, MYH7 y MYBPC3 (Xu
y col, 2010). Sin embargo, la etiologia de la enfermedad ain no esta totalmente definida y
por lo tanto el mecanismo por el cual las mutaciones afectan la estructura y
funcionamiento del corazon, no se ha explicado con exactitud, de hecho, estudios
realizados en familias con MHF indican variabilidad clinica en la expresion de la
enfermedad en individuos con mutaciones idénticas (Arad y col, 2002). La diversidad
genética puede verse influenciada ademas por diversos genes que estan involucrados en el
crecimiento y remodelaje del musculo cardiaco, (sistema renina-angiontensina-
aldosterona), factor de transformacion de crecimiento (TGFB1), factor de crecimiento de
insulina (IGF2) y otras enzimas que aparecen en grandes cantidades cuando el genotipo del
individuo es homocigoto, como es el caso de la enzima convertidora de angiontensina.
Otros factores que contribuyen a la variabilidad del fenotipo en la MHF son las influencias
ambientales como por ejemplo, la dieta, el estilo de vida, y el ejercicio. En este ultimo caso

a pesar de que se recomienda la practica de ejercicio para evitar infartos y enfermedades al
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corazon, se ha descrito en modelos de ratones con MHF, que cierta carga de trabajo, deriva

en muerte subita (Alcalai y col, 2007).

11.8. Importancia del gen MYH?7.

El gen MYH7 codifica para la proteina -miosina cardiaca (B-MyHC), y es la
principal isoforma del ventriculo humano. La cadena pesada de la miosina es por su masa,
el principal componente del filamento grueso del sarcémero y proporciona la funcion
motora de la contraccion del masculo cardiaco. Se ha observado que la mayoria de los
pacientes con MHF presentan mutaciones en este gen. EI gen MYH7 esta ubicado en el
cromosoma 14q11.2q13, compuesto por 40 exones y codifica un ARNm de 6 Kb y una
proteina de 220 kDa, con 1935 aminoacidos (ver figura 5). Donde la mayoria de las
mutaciones encontradas en este gen se localizan en los primeros 23 exones (Nanni y Col,

2003; Ramirez y Padron, 2004; Castro y col, 2009).

Cabeza Globular (‘uello: Palanca
(exremo (-termmal)
e e LM T
L” | 50K [ 2K A r_l
li |: Is|J LI I | B0 0 NN M3 7 $BW @
e
m actina actina Reglon de bisagra —

Figura 5. Gen MYH7 y cadena pesada B de la miosina. (A). Representacion esquematica de la proteina f3-
MyHC codificada por el gen myh7, con sus dominios y masa molecular (B). Organizacion intrén-exdn del gen
myh7, debajo se muestra los sitos de importancia metabdlica y los sitios de unién con la actina en la
contraccion muscular (Modificado de Anja y col, 1990).
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Esta regidn es de gran importancia ya que los primero 23 exones codifican para el
dominio motor y el dominio regulador de la cabeza de miosina (Houdusse, 1999). También
se han encontrado mutaciones en la cola de la proteina pero sin asociacién con hipertrofia

(Ramirez y Padrén, 2004).

Beta-Miosina cardiaca

Arg403Gln Cly7l6Aryg Ala1379The
Arg249Gln Arg719Gin/Trp Ser1776Gly
Thrlz4Ile Valé0éHtec | G1n734G1lu
Gly74larg

| 25kDa | 50kDa |20kDa| sz

TYNGZC]VS GlyS84Aryg | Leus0nsval
Gly2zS56Glu LeuSl7Met AYrgS870His
PheS13Cys
Arg453Cys

Figura 6. Distribucion de algunas mutaciones encontradas en la proteina de § miosina cardiaca asociadas a
MHF. Segun el reporte realizado por Nanni y col, 2003.

11.9. Importancia de la proteina cadena pesada B-miosina cardiaca en la

contraccion del musculo cardiaco.

El sarcomero es la unidad contractil elemental que constituye el musculo, y se
encuentra integrado por al menos 28 proteinas diferentes (Ramirez y Padron, 2004). En la
figura 1 se muestran las principales proteinas del sarcomero (Arad y col, 2002; Ramirez y

Padrén, 2004).
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Figura 7. Proteinas del sarcomero. Se muestran los filamentos delgados y gruesos representados por la actina
y la miosina respectivamente, también se muestran algunas proteinas reguladoras. En la figura se representa
las proteinas a-Tropomiosina (a-tropomyosin), Troponina T (Troponin T), Troponina | (troponin 1), proteina
C de uni6n a miosina (Myosin binding protein C). Actina (actin), cadena ligera de la miosina (myosin light
chain) y la cadena pesada f.miosina cardiaca (3-myosin heavy chain). Modificado de Arad y col, 2002.
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Cada proteina se ha denominado segun su funcionamiento, dentro del
sarcomero. Asi, se agrupan como proteinas contractiles, la miosina y la actina, las cuales
forman filamentos poliméricos que se ensamblan entre si para generar fuerza y
acortamiento del sarcoémero, también estan la proteinas reguladoras, como la troponina y la
tropomiosina, encargadas de controlar la contraccion del sarcomero en respuesta a la
concentracion de Ca®* 'y por altimo, las proteinas estructurales que estabilizan y mantienen
la estructura del sarcomero, entre ellas la proteina enlazadora de miosina, la titina y la

nebulina (Ramirez y Padron, 2004).

En cuanto al papel de la miosina, es una proteina hexamérica formada por dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras no idénticas, las cadenas pesadas estan formadas por
dos dominios separados: Una cabeza globular unida a una cola a-hélice por una region de
bisagra. Las cabezas, localizadas en el extremo amino-terminal de la proteina, contienen la
region catalitica de la ATPasa, y un lugar de unién para la actina. Ademas, las cadenas
ligeras estan unidas a cada cabeza por la region de unién cabeza-cola, también llamada

“cuello” o “sub-fragmento-1 (S1) (Figura 8) (Ramirez y Padron, 2004)
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Figura 8. Esquema estructural de la cadena pesada de la miosina. Se muestra la regién S1 o cabeza globular
unida a laregion cuello S2, en color rojo se resalta las cabezas globulares de la miosina. LMM: meromiosina
ligera y HMM: meromiosina pesada. Modificado de Lowey y col, 1969.

Para explicar la contraccion muscular, la teoria de los filamentos deslizantes es la
mas aceptada, esta teoria establece que durante la contraccion muscular los sarcomeros se
acortan debido a que los filamentos delgados de actina se deslizan activamente entre los
filamentos gruesos de miosina (Holmes y Col, 2003; Himmel, 2002). EI proceso tira a los
filamentos de actina hacia el centro del sarcomero, y como los filamentos delgados estan
anclados en los discos Z, los sarcomero se acortan, cuando el musculo se relaja o es
estirado, se reduce el solapamiento entre los filamentos gruesos y delgados y el sarcomero
se alarga (Gourinath, 2003).

Desde el punto de vista bioquimico, ocurre una serie de reacciones, tomando como
punto de partida la formacién de complejo actina-miosina (AM), que en presencia de ATP,
causa una rapida disociacion del complejo formando actina y miosina unida a ATP, cuando
el ATP se une a la miosina se hidroliza rapidamente formando ADP y Pi (fosfato), los
cuales se separan de la miosina muy lentamente (Yengo y Sweeney, 2004). Por tanto, la
tasa de hidrélisis de ATP por la miosina es muy lenta y el paso limitante de la velocidad de
contraccién es la liberacion de ADP y Pi por la miosina (Yengo y Sweeney, 2004). Sin

embargo, cuando la actina se une a la miosina, la liberacion de ADP y Pi se acelera
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enormente, debido a que se produce un cambio alostérico en la conformacion de la miosina.
Este efecto inducido por la actina incrementa enormemente la velocidad a la que la miosina

puede hidrolizar ATP:

Muy lenta

M-ATP ——> M-ADP-Pi > M+ ADP+ Pi

rapido
M-ADP-Pi + A w3 AM+ADP+Pi

Figura 9. Reacciones bioquimicas durante la contraccion muscular. M (miosina), A (Actina). Modificado de
Randall y col, 2002; Coureux y col, 2004.

Debido a que la union de la actina al complejo miosina-ADP-Pi libera energia, la
formacion de actomiosina (AM) esta favorecida cinéticamente. La combinacion de estas
reacciones produce un ciclo de union y separacion (Figura 10). El efecto neto de una vuelta
de este ciclo, es la hidrolisis de una molécula de ATP en ADP + Pi liberando energia

(Coureux y col, 2004; Yengo y Sweeney, 2004).

Hidrolisis

ATP - e MNMiosina - ATP — Miosina-ADP-P, -

™~
Miosina Actomiosina-ADP-P.

> 4 liberada

&
E—_ Actomiosina /
— + ADP + P, /

—AAGtinaT

Figura 10. Ciclo bioguimico de contraccion muscular. Modificado del Randall y col, 2002.
Durante la contraccién muscular la union de ATP a la actomiosina, divide la
molécula en actina y miosina. La miosina actia luego como una ATPasa, hidrolizando

ATP, pero la liberacion de los productos ADP y Pi es lenta salvo que la actina vuelva a
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unirse a la miosina, incrementando la tasa de liberacion (f igura 10) (Van Dijk y col, 1998).
Desde el punto de vista estructural, la hipotesis mas aceptada es la rotacion de miosina
respecto al filamento de actina, y asi el brazo resulta estirado elasticamente, almacenando
energia mecénica en el cuello de la molécula de miosina (Jon Kull y Endow, 2004). De
acuerdo a esta hipotesis, la rotacion se produce en puntos especificos de union de la cabeza
de miosina interaccionando secuencialmente con puntos de unién sobre el filamento de
actina. Algunos de estos puntos de union estdn ubicados en la cabeza globular de la
miosina, en los dominios denominados Lazo-C (loopC) y Lazo miocardiopatico (loop

miocardiopatico) (Ajtai y col, 2003) (figura 11).

-, — r‘ﬂ\

Liazo hliocardiophaticoe

Figura 11. Esquema estructural de la miosina interaccionando con la actina. En rojo se enmarca las regiones
de contacto con la actina perteneciente a los dominios denominado lazo C y lazo cardiomiopéatico. Se muestra
el lugar de la region catalitica en direccién N-terminar (Ajtai y col, 2003).

Esta interaccion secuencial produce un giro, 0 una rotacion, de la cabeza de miosina,
causando un tirén sobre el brazo del puente cruzado que conecta la cabeza de miosina con
el filamento grueso. La tension en el brazo se trasmite al filamento de miosina, cuando se

ha completado la rotacion de la cabeza de miosina, ésta se disocia del filamento de actina y
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gira hacia atrés a su posicion relajada. La separacion de la cabeza de miosina depende del
enlace de Mg —ATP al lugar con actividad ATPasa de la regién de la cabeza (Lorenz y

Holmes, 2010)

La interaccion actina-miosina en la contraccion muscular comprende los
aminoacidos 204-216 ubicados lazo 1, 400-418 del el lazo cardiaco y 627-646 para el lazo
miocardiopatico de la miosina. En la figura 12 se muestran los lazos involucrados en la
contraccion muscular, y el sitio activo donde se produce la hidrélisis de ATP.
Posteriormente produce un cambio conformacional que genera el desplazamiento de los
lazos a través de la actina (Bobkov y col, 1996). Mutaciones en estas regiones son
relevantes ya que interfieren con la union actina-miosina, asi como en la velocidad de
desplazamiento y sobre la actividad ATPasa de la proteina, pudiendo llevar a MHF (Xu 'y

col, 2010).

Lazo Miocardiopatico.

Yo Lazo Cardiaco
=

Cuello o brazo
de Palanca

Lazo 1: Sitio catalitico

Figura 12. Modelo proteico estructural de la region S1 (cabeza globular) y parte de la regién S2 (cuello o
palanca) de la proteina B-MyHC. Se muestra el sitio catalitico o el lazo 1 que se moviliza para la entrada de
ATP y Mg*?. Modificado de Ajtai y Col, 2003.
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I11. JUSTIFICACION.

Segln la organizacion mundial de la salud para el afio 2010, la mortalidad por
miocardiopatias alcanz6 el 80%.

Siendo el tipo MHF contribuyente principal de esta cifra, esta es una enfermedad
autosémica dominante y hereditaria (Ramirez y Padron, 2004) cuya consecuencia mas
grave es la muerte subita (Rodriguez y col, 2009). Esta patolologia tiene como causa
principal mutaciones en genes que codifican para proteinas del sarcomero siendo el gen
myh7, donde se ha reportado el mayor nimero de casos Como se describié en el segmento
anterior este gen codifica para la proteina f-MyHC la cual tiene un importante papel en la
contraccion muscular ya que cumple una funcion motora dentro del sarcoémero siendo la
principal proteina constituyente. Entre un 30-50% de los casos de MHF estan vinculados al
gen MYH7, (Ramirez y Padron, 2004; Rodriguez R, 2010) registrando méas de 230
mutaciones diferentes en comparacion con las 185 mutaciones diferentes del gen mybpc3
que es el segundo mas afectado y que representa alrededor del 30% de los casos de MHF
(Hershberger y col, 2009).

El estudio del gen MYH7 es relevante ya que las mutaciones encontradas en la
cabeza globular (region S1) y parte del cuello (region S2) codificada por los exones 3 al 26
de la miosina muestra una gran penetrancia donde la mayoria de los individuos desarrollan
una importante hipertrofia y las mas alta tasas de muerte subita (Richard y col, 2003;
Dandona y Roberts, 2008). Ademas la tendencia indica que el nimero de mutaciones
asociadas con la MHF sigue en aumento (Maron y Salberg, 2006). En Venezuela hasta
ahora no existen reportes epidemioldgicos que describan el espectro de mutaciones

asociadas a la MHF, y dadas las caracteristicas estructurales y funcionales que presenta este
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gen, asi como tampoco su asociacion con la patologia, resulta muy interesante y pertinente
ademas de importante realizar estudios epidemiol6gicos en pacientes con sospechas de
MHF en la poblacién venezolana, que detecten las mutaciones y que ademas se pueda
establecer una asociacion fenotipo-genotipo, lo que finalmente contribuird para discutir
sobre el tipo de tratamiento a aplicar por los médicos y especialistas, ademas nos pudiera
permitir estratificar los riesgos de los pacientes y sus familiares. Asi mismo este conjunto
de conocimientos asociados a la busqueda e identificacion de mutaciones nos aportaré
informacion que contribuyan a conocer los mecanismos por los cuales estas modificaciones
causan la enfermedad cardiaca.

Para la busqueda de mutaciones existen varias técnicas moleculares, en este trabajo
se utilizara el SSCP por sus siglas en ingles (Polimorfismo de conformacién de cadena
simple) que tiene como principales caracteristicas que es una técnica de facil manipulacion
y aplicacion, bajo costo, rapida y sencilla (Cotton y col, 1988; Nollau y Wagener, 1997,
Castro y col, 2003; Estrada-Cuzcano y col, 2005; Liu y col, 2005; Castro y col, 2009). En
conjunto con esta técnica, se requiere la secuenciacion automatizada para obtener la
identificacion de las posibles mutaciones, que serdn visualizadas y analizadas
principalmente con el programa MAC vector version 11.1.2. El estudio contempla el uso
de recursos bioinformaticos de servidores publicos disponibles en internet, usando bases de
dato secundarias, como lo son NCBI, EBI y cardiogenomics ampliamente usadas en

diversas investigaciones (www.ncbi.nlm.nih.gov/; cardiogenomics.med.harvard.edu/)

El andlisis de la proteina cadena pesada beta miosina, involucra la realizacion de
modelos in silico de la proteina B-MyHC (Coureux y Col, 2003) con la intenciéon de

estratificar riesgos de acuerdo a las mutaciones encontradas, y asi poder determinar un
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efecto sobre la estructura de la misma y las posibles modificaciones en la interaccion con
otras proteinas del sarcomero, ofreciendo informacion al personal médico tratante de los
pacientes sobre los riesgo asociados al cambio estructural y funcional (Lorenz y Holmes,

2010).

46



I.V. ANTECEDENTES.

Aungue el aspecto clasico de la hipertrofia asimétrica del septo interventricular es una
de las principales caracteristicas fenotipicas de la MHF, no habia sido descrita sino hasta
1869 por Liouville y Hallopeau. La miocardiopatia hipertrofica surgié como una entidad
clinicamente aceptada s6lo en la década de 1950 con la descripcion de la obstruccion
funcional del ventriculo izquierdo por Sir Russell Brock, (Elliott y McKenna, 2004) y de la
hipertrofia septal asimétrica por Teare Donald (Teare D, 1958). Después de la publicacion
de estos articulos, hubo un periodo de intensa investigacion clinica en la que se definieron
las caracteristicas morfoldgicas y hemodinamicas de la enfermedad. Muchos de los
seudonimos utilizados para la enfermedad durante este periodo por ejemplo, estenosis
subaortica hipertrofica idiopatica, ponen de relieve como el trastorno general se pensaba
que era exclusivamente caracterizado por un cambio en el gradiente de la presion dinamica

subaortica (Elliott y McKenna, 2004).

Esta opinion fue reforzada con la implementacion de nuevas técnicas diagnostica
como el electrocardiograma, que puede detectar hipertrofia septal y determinar obstruccion
de la region subadrtica. Pero no fue sino hasta el desarrollo y aparicion de la técnica de
ecocardiograma bidimensional, que se obtuvieron mejores detalles macroscopicos para la
deteccién de MHF. Esta tecnica dejo al descubierto que los patrones de hipertrofia eran
mucho mas heterogéneos, y que la obstruccion del flujo en reposo estaba presente s6lo en
una minoria de los pacientes. En la década de los afios 80, los trabajos sobre la
fisiopatologia clinica de la enfermedad avanzan, y aumentan también la aparicion de mas
casos familiares, lo cual motivd esfuerzos para identificar el defecto genético subyacente

(Maron y col, 1981). En 1989 Jarcho y col, empleando analisis de ligamiento, localizaron el
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primer locus relacionado con la enfermedad, ubicado en el cromosoma 14 banda gl y
posteriormente fue descrito como CMHL1. Un afio después se identifico la primera mutacion
asociada a la MHF identificada en el gen que codifica la cadena pesada de miosina, cuyo
cambio consistié en la sustitucion del aminoécido alanina por serina en el exén 27
(Geisterfer-Lowrance y Col, 1990). Desde ahi, se han descrito una gran cantidad de
mutaciones en el gen MYH7, como en el trabajo de Fananapazir y col, 1993 en cuyo estudio
se aplicd PCR, analisis por Southern Blot y SSCP reportando hasta 6 mutaciones distintas,
dos de ellas reportadas previamente, R403Q y la L908V. La estrategia usada para analizar
este gen fue analizar los 40 exones y sus regiones flanqueantes, ademas realizaron un
andlisis histologico de los pacientes con dichas mutaciones encontrando desarreglo

miofibrilar en cada uno de ellos.

Para la década de los 90 comenzaron los estudios para determinar los efectos
fenotipicos en la contraccién muscular, para ello se llevaron a cabo ensayos de movilidad in
vitro (in vitro motility) e in vivo, (Marian y Roberts, 1995). Los estudios in vitro con
diversas mutaciones en beta-MHC y troponina T indicaron que el defecto deteriora algln
aspecto de la contraccion a través de mecanismos como una disminucién en la unién de la
miosina a la actina o una disminucion en la generacion de actividad ATPasa a estos. Tanto
los ensayos in vitro como in vivo demostraron que la proteina mutante se incorpora en la
miofibrillas del sarcomero, siendo los ensayos in vivo los que determinaron que la
hipertrofia y el aumento del tejido fibroso parecen ser las respuestas compensadoras al
defecto genético, supuestamente debido a la liberacion de factores de crecimiento. En
general la metodologia en este tipo de trabajos (Sata y col, 1996 y Cuda y col, 1997), se

basé en clonar el gen de la proteina cadena pesada de 3-miosina que luego de expresarla se
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utilizaba para realizar los ensayos in vitro. En uno de estos ensayos se realizd la
comparacion de la actividad ATPasa y midiendo la velocidad maxima ATPasa de la
miosina silvestre con respecto a las misionas mutadas, en cual se media el nivel basal de
hidrélisis de ATP y su velocidad catalitica colocando EDTA y posteriormente se media el
nivel maximo de ambas variables colocando Ca*?. En todos los casos la actividad ATPasa y
velocidad méaxima (Vmax) de las proteinas mutadas estuvo por debajo de la actividad
ATPasa (480 nmol Pi/mg por min) y Vmax (3,31) de la proteina silvestre. Otro ensayo
realizado en el mismo trabajo evaluo la velocidad de deslizamiento sobre el filamento
grueso de actina, de la proteina silvestre con proteinas que presentaban las siguientes
mutaciones Arg249GIn, Arg403Glin, Arg453Cis y Val606Met, las cuales disminuian
significativamente la velocidad de deslizamiento sobre la actina, en especial la mutacion
Arg403GIn y Arg453Cis cuya velocidad estaba por debajo de los 0,5 um/s, siendo la
velocidad de la proteina silvestre mayor a 1,5 um/s. La tendencia de este trabajo concuerda
con los valores obtenidos en el trabajo de Cuda y col, 1997, donde de igual forma la
proteina mutada Arg403GIn obtuvo valores por debajo de 0,127 pum/s. Pero antes de estos
trabajo en 1995, Rayment y col, desarrollaron el primer modelo proteico estructural de la
beta miosina cardiaca con el propésito de estratificar los riesgos relacionados con
mutaciones en dicha proteina. La estructura generada se definié usando el molde o plantilla
de la proteina cristalizada beta miosina de pollo con un alineamiento de 79% de similaridad
con la proteina beta miosina cardiaca de humano. En este trabajo se determind que la
mayoria de las mutaciones reportadas estaban localizadas en la region S1 de la proteina y
que otras se ubicaron en la region proximal S2, es decir cerca del brazo de palanca, aunque
ninguna de las mutaciones afectaba considerablemente el plegamiento de la proteina, se

sugiri6 podrian afectar la traduccion de energia y la capacidad de movimiento por la
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modificacion de las interacciones entre atomos de la molécula. Mas adelante hacia finales
de los afios 90 se desarrollaron trabajos que demostraron el carécter hipertrofico de diversas
mutaciones en el gen MYH7, como por ejemplo el trabajo realizado por Ritter y col, 1999
donde se midi6 el nivel de ARNm de pacientes con MHF, los cuales presentaron niveles
mas elevados de ARNm de la B-miosina cardiaca que los valores obtenidos de las personas
controles, estos resultados se verificaron ademas con ensayos de western blot
(inmunoensayos con proteinas), donde se observé igualmente una sobreexpresion en los
pacientes de la B-miosina cardiaca mutada. Al comienzo del afio 2000 surge entonces la
necesidad de adquirir mas datos con respecto a la etiologia de la enfermedad, y trabajos
como los realizados por Marian y col, 1999; Dalloz y col, 2001 estudiaron los primeros
efectos de las mutaciones utilizando modelos animales. En todos los casos se determino
incremento ventricular, desarreglo miofibrilar y alteraciones en la presion sistolica lo cual
aumentaba considerablemente el riesgo de muerte subita de los ratones. De esta manera los
estudios de MHF ya involucraban el analisis in vitro e in vivo de las variables bioquimicas
y biofisicas sobre los efectos de la mutaciones en las proteinas, el desarrollo de modelos in
silico y por ultimo la generacién de modelos animales transgénico para abarcar no solo
estos aspectos especificos sobre las proteinas del miocardio sino también sobre los aspectos

clinicos subyacentes de la patologia.

Desde entonces se han reportado, muchas mutaciones en ésta y en otras proteinas del
sarcémero, lo que condujo a la nocion moderna de que la enfermedad es un trastorno del
aparato contractil del miocardio (Nishi y col, 1995, Richard y col, 2000; Mdrner y col,
2003; Song y col, 2005, Morimoto S, 2008; Hershberger y col 2009; Purushotham y col,

2010). Este sigue siendo el punto de vista contemporaneo, pero la caracterizacién genética,
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quizas mas que nunca, ha puesto de manifiesto la diversidad de la expresion clinica y esta
empezando a demostrar que los defectos genéticos pueden desencadenar en miocardiopatia
dilatada y en miocardiopatia restrictiva en ausencia de hipertrofia (Kamisago y col, 2000;
Mogensen y col, 2003).

Por eso durante los dltimos afios y en varios paises como Japén (Kawaguchi, 2003),
Francia (Millat y col; 2010), Brasil (Piva e Mattos y col, 2008) Dinamarca (Andersen y col,
2008) India (Tanjore vy col, 2010) Alemania (Seggewiss y col, 2009) Italia (Nanni y col,
2003), Suecia (Mdorner y col, 2003) China (Song y col, 2004), Holanda (Posma y col,
1996), Pakistan (Hussain y col, 2009), Espafia (Borchert y col, 2010), Sudafrica (Moolman-
Smook y col, 2002), Reino Unido (Wordsworth y col, 2010) Australia (Doolan y col 2004)
y Estados Unidos (Richard y col, 2003; Lowey S, 2002; Marian A, 2010), se han llevado a
cabo investigaciones que involucran el diagnostico de la enfermedad, mediante la busqueda
de mutaciones asociadas a MHF. Estos resultados han permitido determinar los principios
etiologicos de la enfermedad, encontrando en todo los casos que la principal causa de MHF
esta relacionada con mutaciones en genes que codifican proteinas del sarcomero.

Los aportes tedricos y experimentales de estas investigaciones propiciaron la
realizacion de trabajos con herramientas de biologia molecular para la blsqueda e
identificacion de mutaciones que puedan estar asociadas a la MHF. Estos estudios
contribuyeron al descarte de otras patologias cardiovasculares con sintomatologia similar,
ademas de establecer las bases genéticas como el caracter homocigo o heterdcigo y el nivel
de expresividad genética, que permitieron la estratificacion del riesgo para los pacientes y
sus familiares.

Dada la importancia del gen MYH7, se han dedicado esfuerzos en buscar y reconocer

con prontitud mutaciones asociadas con MHF llevando a cabo estudios completos o
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parciales del gen myh7 (Eldin y col, 1995; Nishi y col, 1995; Darin y col, 2007; Buvoli y
col, 2008; Tanjore y col, 2010, Carneiro y col, 2009; Borchert y col, 2010; Purushotham y
col, 2010). Cuando la busqueda se ha realizado de manera parcial en el gen myh7, se ha
hecho sobre los exones con mayor nimero de reportes de mutaciones 0 cuyos exones
codifiquen a regiones que participen directamente en el correcto funcionamiento de la
proteina B-MyHC, por ejemplo los primeros trabajos realizados como el de Nishi y col.
1995 buscaron mutaciones en los exones 3 al 22 de 100 pacientes no relacionados
previamente diagnosticado con MHF por medio de examenes fisicos, electrocardiograma y
ecocardiograma. El analisis se llevo a cabo mediante PCR-DCP por sus siglas en inglés
(Anélisis de polimorfismo por conformacion de ADN), encontrando dos variaciones en la
secuencia de los exones 3 y 22 para un mismo paciente, el cambio en el exdn 3 fue sin
efecto en la proteina, siendo el primer reporte de esta clase. Sin embargo para el exon 22 se
encontré una mutacion de arginina por histidina de caracter heterocigoto. Para identificar
los cambios se realizaron secuenciacion directa y para verificar la informacién utilizaron
sondas alelo especificas. Los resultados obtenidos permitieron definir que el efecto
fenotipico de la mutacion estaba relacionado con la MHF, mientras que se sugirié que el
cambio sin efecto ensamblaba la proteina silvestre no afectando la salud del paciente.

A pesar de que el diagndstico molecular no resulta 100% efectivo en el diagnostico de
la enfermedad debido a la gran variabilidad intra e intergénica y a los diferentes niveles de
expresividad que presenten las personas incluidas en el estudios (Kawaguchi, H, 2003; Uro-
Coste y col, 2008), actualmente se sigue la bldsqueda de mutaciones en el gen myh7
especialmente en los primeros 26 exones por ser altamente sensible como lo demuestra el
trabajo de Buvoli y col, 2008, el cual revela con el uso de herramientas de bioinformatica,

la alta sensibilidad de mutaciones para la 3-miosina, especialmente en la region S1 o cabeza
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globular. Algunos de los estudios més actualizados han empleado como técnica base para el
diagndstico de MHF el SSCP (analisis de polimorfismos de conformacién de cadena
sencilla). En el trabajo de Tanjore y col, 2010 analizaron 95 pacientes con sospecha de
MHF y 100 controles, la extraccion de ADN genémico se llevo a cabo por el método
desarrollado por Lahiri y Nurberger, 1991, para una posterior amplificacion por PCR de los
exones 3 al 26 del gen MYH7. Tanto el disefio y las secuencias de los cebadores la
obtuvieron de la base de datos de cardiogenomics, (cardiogenomics.med.harvard.edu/,
2010), encontrando variaciones en el SSCP para los amplimeros 7, 12, 19 y 20 de
diferentes pacientes. Los cambios fueron verificados con el analisis directo de las
secuencias nucleotidicas. Es importante destacar que los 4 cambios estaban reportados
como SNPs y que uno de los cambios ocurrié en la region intronica adyacente al exon 19.
Las variaciones en los exones 7, 12 y 20 se correlacionaron con el fenotipo para MHF y
MD. Por otro lado, el trabajo de Carneiro y col, 2009, fue muy similar en cuanto al uso de
la técnica SSCP obteniendo el disefio y secuencia de los cebadores de la base de datos de
cardiogenomics, sin embargo este trabajo evalud los exones 15, 20, 21, 22 y 23 del gen
myh7 de 20 pacientes, por ser los exones involucrados en 139 mutaciones de la 441
reportadas para la fecha. El objetivo de este trabajo era encontrar una relacion genotipo-
fenotipo asociando los efectos clinicos de mutaciones reportadas con las posibles
mutaciones encontradas. En este trabajo se detectaron 6 cambios diferentes por SSCP, que
posteriormente al analizar directamente las secuencias se encontraron: dos polimorfismos
en el intrén 19, ambas sustituciones A>G. El primero fue identificado en la posicion
€.13615-64 y se presentd con una frecuencia de 25% en los pacientes y 19,5% en los
controles. El segundo polimorfismo se identificd en la posicion ¢.13615-64 y se presento

con una frecuencia de 100% en los controles y los pacientes evaluados. En el intrén 22, una
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variacion de la secuencia fue identificada, con una sustitucion de T> C en la posicion
€.14663 32. También en el exon 22, se encontrd la sustitucion A> C en la posicién ¢.14537,
que cambia el codon TCC a TCA, ambos codones codifican el aminoacido serina. En el
exén 23, dos polimorfismos se caracterizaron por una sustitucion de T> C: el primero en la
posicion ¢.15355, que modifica el codén TCG a GCC, ambos codifican para el aminoacido
alanina, este aparecié con una frecuencia de 5% entre los pacientes y 1,56% en controles.
El segundo polimorfismo, se encontré en la posicion ¢.15431, cambia el codon CTG a TTG
ambos codones codifican para el aminoacido leucina obteniendo una frecuencia de 2,5% en
los pacientes y 0,78% en los controles.

La mayoria de los estudios llevados a cabo en los dltimos afios, se sirven de la
secuenciacion directa para detectar mutaciones, por ser una técnica que permite obtener
resultados en tiempos relativamente cortos analizando diferentes genes del sarcomero por
completo e incluyendo méas de 100 pacientes y controles en un mismo estudio. La técnica es
altamente sensible pero resulta mas costosa que la técnica PCR-SSCP (Andersen y col,
2008; Purushotham y col, 2010). Sin embargo otros trabajos han optado por probar
variantes de la técnica SSCP como el SSCP en electroforesis capilar, alcanzando 100% de
sensibilidad para detectar 34 mutaciones diferentes reportadas previamente. Esta
modificacion se realizd con la intencién de obtener resultados en menor tiempo que el
SSCP convencional, considerando ademéas la prestacion de ser una metodologia
automatizada (Larsen y col, 1999). Estos autores revelaron que la técnica puede detectar
cambios en productos de PCRs en un rango comprendido entre 166 a 1223 pb, con
temperatura constante de 20 °C, en comparacién con el SSCP que tiene sensibilidad de 97%
para productos de PCRs entre 100 a 300 pb de bases ademas, la sensibilidad se ve

comprometida si no se ajustan correctamente las condiciones de estandarizacion para cada
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muestra, como la calidad del buffer, la composicién del gel y las temperaturas que deben
estar entre 14°C y 45 °C, ademés de ajustar las condiciones necesarias para obtener un
optimo revelado del gel. Otros estudios han empleado diferentes técnicas como por ejemplo
el trabajo de Mdrner y col, 2003, en el cual aplicaron la cromatografia liquida de alta
eficacia por sus siglas en inglés: dHPLC junto con SSCP evaluando los primeros 24
exones del gen myh7 de 46 personas diagnosticadas previamente con MHF. Para el SSCP
se usaron las siguientes condiciones: temperatura de desnaturalizacion a 94°C, minigeles de
poliacrilamida al 10% y buffer TBE para la corrida electroforética. La aplicacion de ambas
técnicas lograron detectar por separado dos variaciones, que posteriormente fueron
secuenciadas hallando dos mutaciones Ala 43 por Glu y la otra Glu 924 por Lys ambas
mutaciones se asociaron con la enfermedad por las manifestaciones clinicas y las
alteraciones en los parametros electrocardiograficos y ecocardiograficos que presentaron
los pacientes del estudio.

Ademas del SSCP, se ha implementado el uso de otras técnicas como la corrida de
electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion por sus siglas en inglés: DGGE
(Zeller y col, 2006) y analisis de alta resolucién por temperatura de hibridacion mejor
conocido por su siglas en ingles: HRM (Millat y col, 2010), estos estudios lograron detectar
mutaciones asociadas con la patologia cardiaca, lo que implica que el uso de herramientas
de biologia molecular han favorecido el diagndstico efectivo de la enfermedad. Sin
embargo es necesario complementar el analisis con la secuenciacion automatizada para
determinar la naturaleza del cambio en la secuencia nucleotidica y su posible implicacién

en la traduccion proteica.
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Debido a la dificultad de establecer una relacion genotipo-fenotipo, (Alcalai y col,
2007) se han realizado trabajos de modelaje molecular de proteinas mutadas, modelos de
mutaciones en animales y ensayos de in vitro motility con la intencion de estratificar el
riesgo y contribuir con el tratamiento del paciente. Durante los Gltimos 15 afios se han
descrito mas de 4800 articulos sobre modelos de mutaciones en animales (ver http:
/[circres.ahajournals.org/cgi/collection), estos trabajos han demostrado que los modelos de
raton con un solo mutante mostraran las caracteristicas histopatoldgicas de la MHF, como
la fibrosis intersticial y la desorganizacion de los miocitos, pero la caracteristica fenotipica
de la MHF (es decir, la hipertrofia cardiaca) suele ser leve o ausente, lo que podria ser
considerada como una de las limitaciones de utilizar este tipo de modelo animal
(Tsoutsman y col, 2008). Por otro lado los ensayos de in vitro motility, han permitido
definir los parametros cinéticos como velocidad de contraccion y actividad ATPasa,
pudiendo determinar los efectos de la mutacion sobre la actividad contractil del musculo,
sin embargo estos trabajos requieren del uso de biopsias a individuos afectados o realizar
los ensayos sobre proteinas transgénicas. A pesar de las desventajas presentadas por estos
dos tipos de ensayos, se ha logrado obtener una mejor correlacién genotipo-fenotipo de
acuerdo a la mutacién evaluada. Sin embargo, la informacion resulta incompleta cuando se
requiere evaluar los efectos estructurales que sufren las proteinas del sarcoémero (Kohler y
col 2002). Para ello, en los Gltimos afios se han desarrollado modelos moleculares de las
proteinas del sarcomero mutadas (Kéhler y col 2002; Wang y col, 2003), que han permitido
evaluar los efectos de las mutaciones en la estructura como por ejemplo, grado de
interacciéon de la region afectada con otras proteinas del sarcomero, interrupcion de la
proteina, nivel de solapamiento e interrupcion de la mutacion con otros aminodacidos, lo que

ha llevado a determinar si la mutacién tiene un efecto potenciador o de menoscabo sobre el
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funcionamiento de la proteina, permitiendo estratificar riesgo y sugerir medicamentos

inotrépicos o cronotropico de acuerdo al caso (Kohler y col 2002; Tyska y col 2002).

En Venezuela, los trabajos realizados sobre MHF son escasos, enfocados en los
aspectos clinicos fisiopatolégicos (Bermudez y col, 2000; Puigh6 y col, 2001), obteniendo
las mismas caracteristicas sintomaticas y los mismos patrones de alteraciones
electrocardiograficas y ecocardiograficas que estudios realizados en otros paises. Sin
embargo, no se tiene referencia sobre estudios de biologia molecular para MHF en la

poblacion venezolana.
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V. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Analizar los exones 3 al exdn 26 del gen MYH7 en pacientes con Miocardiopatia
Hipertréfica Familiar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Optimizar las condiciones de amplificacion por PCR, de los exones 3 al 26 del
gen MYH?7.

2. ldentificar cambios en la movilidad electroforética en los exones de los
pacientes y controles objeto de estudio mediante SSCP.

3. Analizar las secuencias de los exones 3 al 26 del gen MYH7 para algunos
pacientes.

4. Estudiar el funcionamiento de la proteina cadena pesada de f-miosina cardiaca a
través de los cambios estructurales que se producen a partir de las mutaciones

reportadas en individuos con MHF.
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VI. METODOLOGIA

V1.1 Seleccion de pacientes.

La seleccion de pacientes fue llevada a cabo basdndose en los datos clinicos
aportados por los especialistas asociados al proyecto, tomando en cuenta un historial clinico
familiar, habitos psicobioldgicos como tabaquismo y chimoico, ademas de descarte de
enfermedad de Chagas, se les realiz6 ademas un examen fisico que involucra la medicion
de la presion sanguinea, deteccion de dolencia esternoidea, frecuencia cardiaca y dificultad
de respiracion, andlisis por electrocardiograma y ecocardiograma, asi como también otras
sintomatologias asociadas con la patologia. La seleccion de controles se realizé con
personas voluntarias que no tuvieran antecedentes familiares de enfermedades cardiacas ni
manifestacion clinica de MHF. A todas las personas involucradas en el estudio tanto
pacientes como controles se les dio el consentimiento informado validado y aprobado por el
comité de bioética del IVIC, el cual debieron firmar para participar (Anexo 1y 2). El

estudio involucro veinte y dos (22) pacientes y 3 (tres) controles.

V1.2. Obtencioén de las muestras.

La sangre periférica de todos los individuos fue recolectada por medio de la técnica
de venopuncidn en el periodo comprendido entre Febrero 2010 y Octubre 2010. La sangre
se tratd con EDTA (anticoagulante) y se guard6 a -20 °C para realizar posteriormente el

aislamiento del ADN gendmico.

De cada paciente y control se obtuvieron datos claves como la edad y sexo. La
sangre fue colectada por el personal médico del Hospital ASCARDIO de Barquisimeto

estado Lara, y el personal médico del Hospital Pérez Carrefio. Unidad de Cardiologia.

59



Recoleccionde Sangre

I

Aislamientode ADN —
genomico. Método Lahiriy Electroforesis en gel cua"t':'caf'om
espectrofotometro
Nurbergery estuche de agarosa 0,8 %. B
comercial.
PCRs de los exones 3 al 26
delgen myh?.
_ Modelado
Molecular
~

Electroforesis en gel

de agarosa 3 %. |:> SSCP-PAGE |:>|Secuenciaci6n

Purificacion Y
Cuantificacion

Figura 13. Diagrama de plan de trabajo.

V1.3. Aislamiento de ADN genomico.

Para aislar el ADN gendmico de sangre periférica se dividid la muestra de 5 mL
en dos alicuotas: una de 4mL para aislar el ADN por el método desarrollado por Lahiri y
Nurberger 1991 y la otra alicuota de 1 mL para aislar el ADN gendmico a través de estuche

comercial.

La metodologia seguida aplicando el método de Lahiri y Nurberger 1991 fue la
siguiente: Por cada paciente y control se colectaron 4 mL de sangre en un tubo cénico que
contenia 100uL de EDTA-Na, al 15%, la sangre con el anticoagulante se colocé entonces
en un tubo falcon de 15 mL para agregar igual volumen de amortiguador TKM1 (Tris-HCI
pH 7,6 10mM; KCI 10mM; MgCl, 10mM y EDTA-Na, 2mM). La mezcla se agité en
vortex por 10 segundos. Posteriormente para lograr la lisis celular se agregarén 125-150 pL

de Nonidet P-40 y se agitd por 10 segundos en vortex. Después se centrifugd a 4000 G
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por 10 minutos a temperatura ambiente, al terminar la centrifugacion se descartd el
sobrenadante cuidadosamente, preservando el precipitado. Luego se lavo el precipitado
hasta un méaximo de 2 veces (con igual volumen de sangre original) agregando nuevamente
TKM1 y pasando por vortex por un minuto volviendo a centrifugar a 4000 G por 10
minutos, cada vez. El precipitado resultante de los lavados se resuspendié en 0,8 mL de
amortiguador TKM2 (TKM1 mas 0,4M NaCl) afadiendo 44 pL de SDS al 10% y agitando
suavemente con este paso se lograba la lisis nuclear de la célula (Usar 11uL de SDS por
cada mL de sangre original), luego se incub6é por 10 minutos a 60 °C, y se dejo reposar a
temperatura ambiente, para luego afiadir 0,3 mL de NaCl 5,3 M para precipitar las proteinas
centrifugando a 12000 G por 5 minutos. Al sobrenadante resultante que es donde se
encuentra el ADN, se le agrego6 2,5 volimenes de etanol absoluto a temperatura ambiente
invirtiendo suavemente el tubo. EI ADN precipitado, que se observd como una malla
blanca, se capturd con una punta de micropipeta para ser transferido a un vial de 1,5 mL
que contenia etanol al 70% frio. En este paso se puede conservar el ADN a temperatura
ambiente, hasta ser usado para su analisis, cuando entonces, se centrifug6 a 14000 G por 5
minutos, para eliminar el etanol por decantacion, escurriendo bien y dejando secar en estufa
0 a temperatura ambiente. Luego se agregd entre 50 y 300 puL de agua estéril para
resuspender el ADN (dependiendo del tamafio de la malla). Alternativamente se utilizo el
buffer TE (tris-HCI 10mM, pH 8,0; EDTA 1mM) para resuspender. La alicuota de 1 mL de
sangre se uso para aislar el ADN por medio de un estuche comercial de extraccion (Axygen
mini extraccion), para esta metodologia se utilizé un volumen de 250 pL de sangre, por lo
cual se hicieron cuadriplicados por cada paciente y muestra control del aislamiento de
ADN. La base de este procedimiento involucra columnas de silica gel, a las cuales se une el

ADN libre de proteinas, mientras que las moléculas contaminantes pueden pasar
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libremente. Es un método que no usa fenol-cloroformo y permite obtener ADN libre de
inhibidores de la PCR, como son los cationes divalentes y las proteinas, los cuales son

removidos eficientemente durante dos pasos de lavados.

V1.4. Amplificacion de los exones 3 al 26 del gen MYH7.

Los exones 3 al 26 del gen myh7 que codifican parte de la proteina cadena pesada
B-miosina cardiaca se amplificaron utilizando la técnica de PCR. Para el disefio de los
cebadores (iniciadores o en inglés primers) se cont6 con las secuencias disponibles en la

base de datos cardiogenomics (cardiogenomics.med.harvard.edu/, 2010). (Tabla 4)

Tabla 4. Secuencias de los cebadores sentidos (5~ 3") y cebadores antisentidos

(3’-5") para la amplificacion de los exones 3 al 26 del gen MYH?7.

Exon Secuencia nucleotidica Longitud en pares de bases (bp)
bHHC 3F tcttgactcttgagcatggtgcta {24 bp)
bMHC 3R tctgtccaccocaggtgtacaggtg {24 bp)
bHHC 4F aggaaggagggaaagcccaggctg {24 bp)
bMHC 4R tctgcatgcactcaatctgagtaa {24 bp)
bMHC SF atctttctctaactoccaasatca {24 bp)
bMHC SR actcacgtgatcaggatggactag {24 bp)
bHHC &F tgtcaccgtcaacccttacaagtg {24 bp)
bMHC &R gaggctgagtctatgectcgggag (23 bp)
bMHC 7F cttgctggtctoccagtagtattgt {24 bp)
bMHC 7R ctgcggtacaggaccttggagggc {24 bp)
bMHC 8F gccctoccaaggtcctgtaccgeag {24 bp)
bMHC 8R gtccaagtococcaaggocaaggtca {24 bp)
bMHC 9F gacaactcctccocgottogtg (21 bp)
bHHC 9R aacagagggagggaggggagag (22 bp)
bMHC 10F ccttttgocttgctacatttatcat (24 bp)
bMHC 10R goccacaagcagaggggaccag {21 bp)
bMHC 11F ctgcttecteoaggecatgtgetat {24 bp)
bMHC 11R accaatggccagagtcttagctct {24 bp)
bMHC 12F cacagggattaaggagacaagttt {24 bp)
bMHC 12R ttacagctgccoccaagaatc {20 bp)
bMHC 13F agtcatctctttaccaactttgcta {25 bp)
bMHC 13R attatcatctgaagatggacccace (25 bp)
bMHC 14F caagttcactcttcccaacaaccct {25 bp)
bMHC 14R atgtgggagcgagtgagtgattgtt {25 bp)
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Exon

bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC
bMHC

1SF
1SR
16F
16R
17F
17R
18F
18R
19F
19R
20F
20R
21F
21R
22F
22R
23F
23R
24F
24R
2SF
25R
26F
26R

Secuencia nucleotidica

actcacacccactttctgactgctc
gaattcaggtagtaaggccasagag
ataactgtactcagagctgagccta
tccatcccactgagtctgtaaacct
gcaaatgccagcaaggatgtaaag
agagaagggagatgggaagtaa

catctctgtgacttctcgaattct
cactgtggtggtaggtagggagat
acaaagccaggatcagaacccaga
gtccagagtcacccatgctctgea
tgggtatgagggtgcaccagagct
gcatcagaggagtcaatggaaaag
taggctgttacccttcctaaggta
gcctctgaccctgtgactgeagtyg
ggacctcaggtaggaaggaggcag
tgtgcagggaggtgcagggtigtyg
tcctatttgagtgatgtgectcte
atggtctgagagtcctgatgagac
agatggcaccaagctggtgacctt
tctgggcacagatagacatggcat
ggcaatctcacagtcccctaataa
tttttgccagggaggaccatctaa
actctttacctgtatcattaccat
gcctccatggacacataatcagtt

Longitud en pares de bases (bp)

(25 bp)
(25 bp)
(25 bp)
(2S bp)
(24 bp)
(22 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)
(24 bp)

Las secuencias de los cebadores sentidos (F) y antisentidos (R) de la base de datos

fueron evaluadas adicionalmente realizando un BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool) (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) con la intencion de corroborar que las secuencias

presentaran un alto porcentaje de simitud con las secuencias de los exones que se requeria

amplificar ubicados en el cromosoma 14 de homo sapiens. Ademas, estas secuencias se

analizaron usando programas especificos para evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y

propiedades de interaccidn de las secuencias nucleotidicas de los cebadores y la secuencia

del templado: OLIGO Primer Analysis Software version 1.5 y OLIGO analyzer software

version 1.5 respectivamente.
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V1.5. Disefio de cebadores.

En el esquema se ilustra la posicién en pares de base (pb) donde comienza la
amplificacién (parte superior de las fechas) de los cebadores sentido y antisentidos (fechas
amarillas) en el gen MYH7 (linea negra continua), el tamafio del amplimero (cuadro color
rojo), el tamafio del exén en pb (cuadro color azul), la separacién entre un cebador
antisentido y el siguiente cebador sentido (llave color rojo) y los cebadores sentidos que

amplifican una region en comdn con un cebador antisentido (fechas azules) (Figura 14).

Esquemade Diseio de Cebadores

191pb 31pb
5’ 5600 5980 f_k_‘ 6171 6550 6581 6677 6978 7070
3F - 3R 4F 4R 5F 5R 6F 6R
457pb 235pb aafi
r_L‘ 7701 7724 7847 7500 8127 8362 8613 [ 8701

—
7R 8F

—

8R 9F 9R 10F . 10R 11F

45pb 186pb

—~

14R  15F - 15R
12391?1_‘ 12451 -12750f_ L 13278 -13500 13471

439pb 45Lb 60pb 528pb
— 11410 11987/ | 12033

16F - iGR 17F . i'l'R 18F . iSR 19F - iBR 20F

1 004& 831pb

[ 16944- 17451 13232- 18587 3
! !

Figura. 14. Esquema de disefio de cebadores.
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Es importante definir que el amplimero es el producto de amplificacion por PCR,

que contiene el exon y parte de sus regiones intronicas adyacente en direcciones 3’y 5°

(Tabla 5).

Tabla 5. Tamafio y ubicacion de las regiones amplificadas del gen MYH?7.

Amplimero Tamafio tamafio  Posicion del Region Tamario del Region Tamario
del del exén  exon amplificadadel amplificadode amplificada del
amplimero (pb) enelgen (pb) intrénen la region delintronen  amplificado
(pb) direccion 5" al intronica 5 direccion 3'al  de la region

exén (pb) (pb) exon (pb) intronica 3’
(pb)

3 380 209 5600-5980 5713-5600 113 5980-5921 59
4 379 144 6225-6368 6171-6225 54 6368-6550 182
5 397 157 6657-6813 6581-6657 76 6813-6978 165
6 393 28 6945-6972 6677-6945 268 6972-7070 98
7 197 109 7581-7689 7527-7581 54 7689-7724 12
8 199 93 7772-7701 7701-7772 71 7864-7900 36
9 280 64 7968-8031 7847-7968 121 8127 96
10 251 99 8450-8548 8362-8450 88 8613-8548 65
11 283 104 8788-9891 8788-8701 87 8891-8984 93
12 275 139 9538-9676 9435-9538 103 9707-9676 31
13 185 119 10095-10213 10052-10095 43 10213- 24

10237
14 257 150 10338-10487 10282-10338 56 10487- 52

10539
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16 577 310 11547-11856  11410-11547 137 11856- 131
11987

18 299 88 12570-12657 12451-12570 119 12657- 93
12750

20 329 124 13615-13738 13471-13615 144 13738- 62
13800

22 389 256 14408-14663  14351-14408 37 14663- 77
14740

24 289 177 15709-15885 15651-15709 58 14885- 55
15940

26 305 91 18377-18468  18282-18377 95 18467- 120
18587

La intencion de obtener un amplificado mas extenso que contenga el exon, es tratar
de garantizar que se detecten los cambios mediante SSCP que ocurren hacia los extremos
5y 3’de los exones, ya que esta técnica pierde sensibilidad cuando dichos cambios se

localizan en esas posiciones.
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Luego de la evaluacion in silico de los cebadores, se disefiaron los programas de
amplificacion de cada fragmento utilizando las temperaturas de hibridacion recomendadas
por la base de datos cardiogenomics en conjunto con las obtenidas por los programas
OLIGO Primer Analysis Software versién 1.5 y OLIGO analyzer software versién 1.5

respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6. Temperaturas sugeridas para la amplificaciéon de los amplimeros que

contienen las regiones de los exones de interes.

Fxones para temperatura de Exones para temperatura de
amplificar annealing amplificar annealing
3 62°C 20 B2°C
4 62°C 21 62°C
] 62°C 22 62°C
7 62°C 23 62°C
] 62°C 24 B2°C
9 62°C 5 60 "C
11 62°C 10 60 °C
13 62°C 18 60°C
14 62,7°C 25 B0 °C
15 62°C 26 60 "C
16 62°C 12 58°C
19 62°C 17 38 °C

Se prepararon mezclas de reaccion de PCR de volumen final 100 pL para cada uno
de los exones que consistié de: ADN gendémico entre 40-200 ng, tampon (Tris-HCI pH 8,3
10 mM, KCI 50 mM), MgCl, 3 mM, dNTPs 0,04 mM, cebadores 4 pmol/pL. Se utilizdé 0,5
ML de enzima Go tag polimerasa 5U/mL. Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador (Minicycler Biochrom) con 40 ciclos en total. Los programas para la

amplificacion que se presenta en la tabla 7.
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Tabla 7. Programa usado para llevar a cabo las reacciones de PCRs.

Pasos Temperatura Tiempo
(eC) {min)

Desnaturalizacion inicial (paso 1) 96 8
Desnaturalizacion (paso 2) 94 1

! Hibridacién de cebadores o Annealing ver Tabla 6 1

Ciclo (paso 3)

Extension (4 paso) 72 1
Extensidn final (S paso) 72 10
etapa final 0 -

V1.6. Analisis de ADN extraido de sangre total y amplificacion por PCR:

purificacion y cuantificacion.

Para evaluar la integridad del ADN extraido de sangre total se usaron geles de
agarosa al 0,8%, mientras que para observar los diferentes fragmentos de PCR se utilizaron
geles de agarosa al 3%. La agarosa en ambos casos se preparardé con bromuro de etidio
(concentracion final 0,02 mg/mL) en 100 mL de buffer TBE 0.5X (5,4 grs Tris base, 2,75
grs de acido borico; 2 mL 0,5M EDTA pH8). Para observar el ADN se mezclé una alicuota
de 2 uL de ADN gendmico recién aislado con 2 uL de tampon de carga (EDTA 1mM pHS8,
azul bromofenol 0,25%, Xileno-cianol 0,5%, glicerol 50%). La corrida electroforética se
llevé a cabo por 1 hora y 30 minutos a 80 V y 500 mA. La visualizacién se efectud en el
transiluminador Camara UV. Transiluminador marca White/2UV adaptado a una camara

fotografica Olimpos con la cual se realizé el registro fotografico.

Para medir la concentracion del ADN se utilizaron, el equipo nanodrop ACTGene
ASP-3700 y un espectrofotometro midiendo a una longitud de onda de 260 nm. La calidad
de la muestra se determind midiendo a longitud de onda 260 nm y 280 nm, tomando como

referencia las relaciones 260/280 que indicaban el nivel de pureza de las muestras.
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Alternativamente, determinamos la concentracion de ADN gendmico extraido de forma
cualitativa cuando se comparaban en los geles de agarosa, las intensidades de luz usando

concentraciones conocidas de ADN gendmico proveniente de fago lambda.

Para observar los productos de PCR se realiz6 una electroforesis colocando 5 pL de
solucion del producto de amplificacion mezclado con 2 pL de buffer de carga. La corrida
se llevd a cabo por una hora a 90 Voltios y 500 mA. Después de verificar que se obtuvieron
los amplificados, los fragmentos fueron amplificados con estuche comercial (AxyPrep PCR
clean-up), mezclando los 95 pL de solucion restante del tubo de PCR con 300 pL de
solucion PCR-A, para unir los fragmentos de DNA a la malla de exclusion, después de
centrifugar a 12000 G por 1 minuto. Luego en dos pasos consecutivos se lavaba con buffer
W2 que es un buffer de desalinizacion. Para el primer paso de lavaron se utilizd un
volumen de 700 pL y en el segundo paso un volumen de 400 pL, centrifugando en ambos
casos a 12000 G por 1 minuto. La elucién de los fragmentos de PCR se llevé a cabo
agregando 60 pL de buffer de elucion (Tris-HCI, 2,5 mM pH 8,5) previamente calentando a
65°C. La cuantificacion de los productos purificados, se llevd a cabo de forma cualitativa
por comparacion de los productos de PCRs con concentraciones conocidas, visualizados en
geles de agarosa al 3%. A partir de este paso las muestras estuvieron preparadas para

realizar las técnicas de SSCP y/o secuenciacion automatizada.
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V1.7. Busqueda de mutaciones en el gen MYH?7.

Una vez obtenidos y purificados los fragmentos de PCR de interés que corresponde
a los exones 3 al 26 de cada paciente y muestra control se procedi6 a realizar la técnica de
SCCP. Este estudio se concentrd en la busqueda de mutaciones para los exones 13, 14, 15,
16, 19, 20, 21, 22 y 23 del gen MYH7, ya que estos exones son los que poseen el mayor

namero de reportes de mutaciones (ver tabla 7)

Tabla 8. Numero de mutaciones por exon reportadas en la base de datos de

cardiogenomics.

R0l e o de ot iores
Tepoltadas
] 4
< 1
o T
] ]
7 T
5 i
o o
10 ]
11 4
12 2
1= 12
14 11
15 14
1o 1=
17 1
15 )
1< o
20 1=
21 1=
X2 23
23 17
24 ]
25 3
26 1

Se observan en negritas los exones objeto a estudio (13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22, 23)
Se consider6 que los exones candidatos a estudiar eran aquellos que poseian un
namero mayor a 10 mutaciones diferentes reportadas, se incluyd ademas el exén 19 con

nueve mutaciones diferentes descritas.
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El andlisis por SSCP se delimito para algunos exones de determinados pacientes.
Alternativamente, se procedié a secuenciar directamente los productos de PCRs de cada

exon para el resto de los pacientes (tabla 9).

Tabla 9. Técnicas aplicadas a cada paciente para la busqueda de mutaciones en los

exones 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22 y 23.

Paciente | Exon13 | Exon 14 | Exon15 | Exon 16 | Exon19 | Exon20 | Exon2]l | Exon 22| Exon23

Busqueda de mutaciones en los pacientes mediantes SSCP y andlisis de secuenciacion (Sec).
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V1.8. Electroforesis en geles de poliacrilamida. SSCP.

Para el analisis por SSCP se requiere amplificar las regiones de interés por medio de
PCR, luego cada uno de los amplimeros se desnaturalizan con el propésito de convertir el
producto de ADN doble cadena a simple cadena y por ultimo los fragmentos cadena
sencilla se les aplican electroforesis en geles verticales de poliacrilamida para luego

visualizarlos con tincién de plata (Orita y col, 1989).

El procedimiento especifico implementado en este trabajo fue el siguiente: A los
productos de PCR purificados se les realizd diluciones 1:20 (aprox.5 ng/pL) para un
volumen final de 20 pL, que representa la solucion de trabajo, de la cual se tomd una
alicuota de 2uL y se mezclo con 18uL de tampdn desnaturalizante (formamida desionizada
95%, EDTA 20mM, Azul de bromofenol 0,5%). Luego las muestras se incubaron en el
termociclador a 95°C por 20 minutos. Inmediatamente se colocaron en hielo por 5
minutos, después de transcurrido este tiempo las muestras ya se encontraban preparadas

para ser corridas en geles de poliacrilamida.

V1.8.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) en condiciones no

desnaturalizantes.

Los 20 pL de solucion de producto desnaturalizado se cargaron en geles de
poliacrilamida de 6% o 8%, segun el tamafio del fragmento a analizar. El tamafio de los
geles fue de 10,1 cm (ancho) x 7,3 cm (largo) y 0,75 mm de grosor, la mezcla de
preparacion de los geles se realiz6 de la siguiente manera: acrilamida: 1,5 ml (geles de 6%)
y 2 ml (geles de 8%), TBE 5X: 1,5 ml, tetrametiletilenodiamina (TEMED): 7,5 pL, agua

destilada: 4,4 mL (geles de 6%) y 3,9 (geles de 8%), persufalto de amonio 10% (PSA) para
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un volumen final de 7,5 mL. Para realizar la corrida electroforética se us6 una mini tetra
camara de BIO-RAD. Colocando 80 Voltios, 125 mA, manteniendo la temperatura
regulada a 15 °C, los tiempos de corrida dependieron del tamafio de los amplimeros,. Para
el exon 14 (gel 8%) 14 horas, exdn 16 (gel 6%) 12 horas, exén 19 y 20 (gel 8%) 14 horas,
exon 21 (gel 8%) 15 hora, los tiempos de corrida electroforética se eligieron de tal manera
que las muestras recorrieran hasta ¥ (tres cuarto) del gel, con la intencién de optimizar la

resolucion.

Después de la corrida, se procedio a tefiir los geles usando estuche comercial de
tincion de BIO-RAD (N° catalogo 1610443), los geles se sumergian por treinta minutos en
solucion fijadora (metanol 40% mas acido acético 10%), posteriormente se colocaban por 5
minutos en solucidn oxidativa, luego se lavaba con grandes volimenes de agua de 7 -8
veces en un maximo de 15 minutos, seguidamente se agregaba la solucion que contenia el
reactivo de plata por 20 minutos, pasado este tiempo se lavé rapidamente por treinta
segundos y por ultimo se develo el gel aplicando la solucidn de revelado, al final se detiene
la reaccion de revelado con solucién de acido acético 5% por 15 minutos. Finalmente la
captura de la imagen se realiz6 usando el sistema escaner imagescanner 111 marca General

Electric.
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V1.8.2. Preparacion de muestras para secuenciacion automatizada.

La secuenciacion de las muestras seleccionadas para amplificar fue realizada por la
compafiia Macrogen (Seul, Corea) que ofrece servicios de secuenciacion automatizada,

utilizando un secuenciador de acidos nucléicos modelo 23 ABI 3730XLs.

Las muestras purificadas y cuantificadas de los productos de PCR tanto la reaccién
sentido (5°-3") y antisentido (3°-57), se prepararon a una concentracién final de 50 ng/uL en
un volumen final de 25 pL de H,0. Los cebadores sentido como antisentido, se prepararon
a una concentracion final de 10 pmol/uL o 60 ng/uL en un volumen final de 20 pL de H,O

desionizada.
V1.8.3. Analisis por SSCP y comparacion de secuencias nucleotidicas.

Los criterios de evaluacion para SSCP y secuenciacion de los pacientes se basaron
principalmente en la comparacion con las muestras controles. Aungue también se evaluaron

las diferencias en el patron de corrida electroforética entre los pacientes.
V1.8.3.1. Evaluacion de pacientes por SSCP.

Después de la corrida electroforética los patrones de migracion de las muestras de
pacientes se compararon con el patron de migracion de las muestras control. Ademas se
compararon entre si mismos los patrones de migracion de las muestras de pacientes.
Aquellas muestras de pacientes con diferencias en la movilidad electroforética se
seleccionaron para secuenciar, con el propésito de determinar si hubo un cambio en su
secuencia nucleotidica. Cuando no se encontraban cambios en la movilidad electroforética

entre las muestras y su control, se eligieron algunas para secuenciar, con el objetivo de
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corroborar que los amplimeros no tenian diferencias en su secuencias nucleotidicas y

evaluar la sensibilidad de la técnica de SSCP.
V1.8.3.2. Analisis comparativo de secuencias.

Las secuencias nucleotidicas generadas por secuenciacion automatizada, tanto
sentido como antisentido de cada amplimero, fueron alineadas con las secuencias del
amplimero y exon correspondiente, suministradas por la base de datos cardiogenomics en
su version mas reciente. Ademas, el alineamiento incluyé las secuencias sentidos y
antisentidos de los controles. Para este estudio solo se contemplé el analisis de secuencia de
los exones de interés, es decir, sin tomar en cuenta la region correspondiente a intrones.
Para el analisis solo se incluyeron lecturas de secuencias libre de artefactos. Cuando las
secuencia de los exones de cada paciente presentaban diferencias con respecto a los
controles y las secuencias de la base de datos, se repetia una vez mas el procedimiento de

andlisis del fragmento para verificar la presencia del cambio en la secuencia.

El programa usado para el analisis de secuencias fue el MAC vector version 11.1.2.
Los formatos de archivos se trabajaron con la extension AB1, con los cuales se podian
visualizar al mismo tiempo y en la misma ventana de didlogo, los electroferogramas y las

secuencias en formato texto o de puntos.
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V1.9. Modelado Molecular.

Cuando se observaba y confirmaba un cambio en la secuencia nucleotidica del exén,
se tradujo la secuencia proteica usando el programa MAC vector 11.1.2, haciendo uso del
cddigo de codones para Homo sapiens. Esta secuencia de aminoacido se compar6 con la
secuencia traducida del exén de la base de datos y la secuencia de los controles. En los
casos donde detectd una mutacion en el exon se procedio a realizar un alineamiento a través
del BLAST, corroborando que la traduccidn era correspondiente a la secuencia proteica de

la cadena pesada [-miosina cardiaca de humano.

Realizado el BLAST, se eligieron secuencias con alta similaridad (100% de
cobertura) de diversas especies, homodlogas a la proteina cadena pesada [-miosina,
incluyendo la propia cadena pesada B-miosina cardiaca de humano. Elegidas las secuencias
se alinearon para determinar en cuales de esas secuencias estaba conservada la region
donde ocurri6 la mutacion. El cristal molde utilizado fue el 2 MYS-A disponible en
formato PDB, correspondiente a masculo esquelético de pollo, especificamente la region

S1 de la proteina.

Antes de hacer el modelo se realizaron 2 alineamientos por ClustalW: 1ro) incluy6
la secuencia proteica S1 cadena pesada B-miosina de humano sin la mutaciéon con la
secuencia proteica S1 cadena pesada B-miosina de pollo sin la mutacion 2do) incluyé la
secuencia proteica S1 cadena pesada B-miosina de humano mutada con la secuencia

proteica S1 cadena pesada B-miosina de pollo sin la mutacion.

Los dos alineamientos generados por el servidor ExPASy Proteomics Server
(expasy.org/), fueron usados para realizar los modelos, con el servidor Swiss model

(http://swissmodel.expasy.ora/)
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La visualizacion y el analisis de los modelos se realizd usando el programa

Chimera-1.5.2-win32.exe.

Secuencia nucleotidica
con cambio

|

Traduccion a
proteina

|

Comparacion con
la base de datos ¥
confroles

|

Visualizacion
Analisis por BLAST | 4SSN | Proteina mutada por Chimera
Escogencia del Alineamiento ClustaltV
= Modelos generados
cristalmolde | | HIHC silvestre —) por Swiss Model
2MYS A BMHC mutada } bMHC de pollo

Figura 15. Esquema de trabajo para la realizacién de los modelos moleculares de la region S1 de la cadena
pesada B-miosina cardiaca.

VI1.11. Analisis estadistico.

Los célculos realizados fueron la determinacién del promedio y la desviacion
estandar de la edad, el porcentaje de distribucién de género de las personas participantes en
el estudio, el porcentaje de pacientes menores a 35 afios y el porcentaje de pacientes

mayores a 35 afos, todos estos calculos se realizaron para los pacientes y controles.
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V1.11. Financiamiento.

Para la realizacion de este trabajo se contd, con el financiamiento por parte del
IVIC. (Proyecto 973), asi como de 2 empresas farmacéuticas que son: Industria venezolana

de Productos Farmacéuticos de consumo KONSUMA y Farmacias Helmerich.
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VIl. RESULTADOS.

VII. 1. Analisis descriptivo de la poblacion de estudio.

La busqueda de mutaciones para el diagndstico de MHF, involucré a 13 pacientes
femeninos y 9 pacientes masculinos, comprendidos entre 12 y 59 afios, incluyendo 3
controles 2 de sexo masculino y 1 de sexo femenino, en edades comprendida entre 24 y 35
afios (Tabla 10). Los datos clinicos de los pacientes fueron manejados por los médicos
especialistas asociados al estudio.

Tabla 10. Parametros de la poblacion.

Pacientes =22  controles n=3

Edad promedio 33,60 +- 13afios 28,6 +- 5,08afios
Sexo femenino 30.00% 33.33%
Sexo masculino 4901% 66.67%

% de Edad = 35 anios 53,84 % 66.67%

% de Edad = 35 afios 46, 15% 33.33%

VII. .2. Anélisis molecular.
VI1.2.1. Aislamiento de ADN genémico (ADNQ).

Se realiz6 la extraccion de ADN gendmico proveniente de sangre periférica de todos
los pacientes y controles utilizando un método comercial y un método salino desarrollado
por Lahiri y Nurberger, 1991. La figura 16, muestra el ADN genémico extraido por este
método no enzimatico. La concentracion del ADN gendmico obtenido por esta técnica se
ubico entre 400 y 1200 ng/puL por cada 4 mL, de sangre, en mediciones realizadas por

espectrofotometria y con el sistema NanoPhotometer, cuyas relaciones 260/280 se

encontraban mayormente alrededor de 1,6 obteniéndose para algunos pacientes relacion
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de hasta 1,8. EI ADN gendmico se observé altamente aglomerado en la parte superior del

gel ubicado mayormente por encima de las 4000 pb.
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Figura 16. Analisis cualitativo del ADNg extraido de sangre periférica por el método de Lahiri y Nurberger
1991. Corrida electroforética en gel de agarosa 0,8%, tefiido con bromuro de etidio donde se muestra el
ADNg. Carriles 1-3: muestras controles C1, C2 y C3, respectivamente. Carriles 4-12: muestras de pacientes
001-009 respectivamente. M: marcador de peso molecular 1Kb ladder.

Para las extracciones de ADN gendmico utilizando un estuche comercial (figura 17)
donde se utilizd un volumen de 250 pL de sangre, se obtuvieron medidas de concentracion
del ADN entre 80ng/uL y 200ng/uL, con una relacién 260/280 que oscilaban entre 1.8y 2.

Las bandas correspondientes al ADN gendmico se ubican por encima de las 10000 pb.

20 21 Cc1 C2Z2 C3

Figura 17. Andlisis cualitativo del ADNg extraido de sangre periférica por el estuche comercial. Corrida
electroforética en gel de agarosa 0,8%, tefiido con bromuro de etidio donde se muestra el ADNg. C: control
negativo (mezcla de reaccion sin ADNg). Carriles 1-21: muestras de pacientes 001-021 respectivamente. C1,
C2 y C3: muestras de controles C1-C3 respectivamente. M: marcador de peso molecular 1Kb ladder.
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Con respecto a la eficiencia de concentracion final de ADN segun su volumen
inicial de sangre, (Tabla 11) la metodologia del estuche comercial permitié alcanzar en
promedio aproximadamente 35% ADNg mas concentrado que el método desarrollado por
Lahiri y Nurberger, 1991. En cuanto a la relacion 260/280 el estuche comercial obtuvo
medidas 2,0 mientras el método de Lahiri y Nurberger, 1991, un valor de 1,6 lo que implica
un 20% menos en la relacion 260/280. Sin embargo el método de Lahiri y Nurberger, 1991,
permitié procesar 16 veces mas volumen de sangre en un solo procedimiento de extraccion

que la metodologia del estuche comercial.

Tabla 11. Valores comparativos de los métodos de extraccion de ADNg proveniente

de sangre periférica.

Método Volumen Inicial de Concentracién final  Relacion 260/280
sangre X X
Lahiriy 4 mL 800 ng/pL 1,6
Nurberger
Estuche 0,250 mL 140 ng/uL 2,0
comercial

VI11.2.2. Amplificacién de los exones 3 al 26 del gen MYH7 utilizando la técnica

de PCR.

Antes de realizar las reacciones de PCRs se revisaron las secuencias de los
cebadores que fueron utilizadas para amplificar los exones de interés, por analisis
comparativo de secuencias BLAST, obteniéndose que las secuencias de los cebadores tanto
sentido como antisentido para cada amplimero, coincidian con el gen MYH7 en el
cromosoma 14, con valores de cobertura de 100% Yy error de coincidencia por debajo de

cero (0). Cuando se evaluaron los alineamientos de los cebadores con algunas secuencias
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similares, la identidad igualmente fue de 100%, corroborando asi que estos cebadores son
de uso general para amplificar exones del gen MYH7. También se compararon las
temperaturas de hibridacion sugeridas por la base de datos cardiogenomics con las
temperaturas obtenidas al realizar el andlisis utilizando los programas OLIGO Primer
Analysis Software version 1.5 y OLIGO analyzer software version 1.5, obteniéndose como
resultado una similitud entre las temperaturas sugeridas por la base de datos versus la
calculada por los programas de computacién, excepto para la temperatura de hibridacion
del amplimero del exdn 14 que los programas determinaron una temperatura de hibridacion
entre 62,7 y 64 °C, siendo 62°C la temperatura de hibridacion sugerida por la base de datos

de cardiogenomics.

Luego de haber aislado el ADN gendémico de pacientes y controles, y de determinar
su integridad, pureza y concentracion, se procedid a optimizar las condiciones de
amplificacion por PCR de los amplimeros para cada uno de los exones del 3 al 26 del gen
myh7. Las reacciones de estandarizacion de los PCRs se realizaron utilizando ADN de
controles. Las figuras 18 y 19 muestran los resultados de la amplificacion de los 24 exones
(exones 3 al 26) del gen MYH7 de la muestra control C1. En cada carril se observa una
banda Unica correspondiente al tamafio en pb esperado (figura 14) para cada uno de los

amplimeros.
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Figura.18. Amplificacion de los exones 3 al 15 del gen MYH7. Corrida electroforética de los productos
amplificados por PCR correspondiente a los amplimeros 3 al 15 del gen MYH7. Gel de agarosa 3% tefiido con
bromuro de etidio. Carril M: marcador de peso molecular 100 bp. Carril 1-13: amplimeros 3 al 15
respectivamente perteneciente a la muestra control C1.

Figura 19. Amplificacion de los exones 16 al 26 del gen MYH7. Corrida electroforética de los productos
amplificados por PCR correspondiente a los amplimeros 16 al 26 del gen MYH7. Gel de agarosa 3% tefiido
con bromuro de etidio. Carril M: marcador de peso molecular 100 bp. Carril 1-11: amplimeros 16 al 26
respectivamente perteneciente a la muestra control C1.
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Establecidas las condiciones de PCR, se logro amplificar los 24 exones de los 22

pacientes y las 3 muestras controles.

Asi el andlisis in silico de los cebadores, permitié aumentar la posibilidad de

obtener los productos de PCRs de los exones 3 al 26 del gen MYH?7.

Los amplimeros obtenidos de los 24 exones (ex6n 3 al 26 del gen MYH7) para cada
uno de las muestras controles, fueron secuenciadas para verificar su identidad en el gen
MYH?7. Para ello se realiz6 un analisis comparativo de las secuencias de cada exdn de las

muestras controles C1, C2 y C3 con las secuencias del exdén en el gen MYH7 y amplimeros

correspondientes reportadas en la base de datos de cardiogenomics.

En la figura 20 se muestra como ejemplo el analisis del alineamiento para el exdn

13.

Ampli#nero_13 1 AGTCATCTCTTTACCAACTTTGCTACTTGCCTTTTCCTTCCAGAGGCTGACAAGTCTGEC 68
Exon_13 _C1 1 asccccsccmccsccccscccccccsccssscccscsccaaas AGGCTGACAAGTCTGCC 17
Exgn_13_C2 1 ccccccccccccscsccsccccscssssssssssscssssass AGGCTGACAAGTCTGCC 17
Exon_13_C3 1 ccccccscccccscsccsccccscssssssssssscssssass AGGCTGACAAGTCTGCC 17
Exon_13 1 ===-cesaceccssscasssccssscsssssscssssacaaas AGGCTGACAAGTCTGCC 17
Ampli#nero_13 61 TACCTCATGGGGCTGAACTCAGCCGACCTGCTCAAGGEGCTETGCCACCCTCGEETGAAA 120
Excn_13_C1 18 TACCTCATGGGGCTGAACTCAGCCGACCTGCTCAAGGGGCTETGCCACCCTCGGETGAAA 77
Exgn_13_C2 18 TACCTCATGGGGCTGAACTCAGCCGACCTGCTCAAGGGGCTGTGCCACCCTCGGETGAAA 77
Exon_13_C3 18 TACCTCATGGGGCTGAACTCAGCCGACCTGLTCAAGGGGCTETGCCACCCTCGGETGAAA 77
Exon_13 18 TACCTCATGGGGCTGAACTCAGCCGACCTGCTCAAGGGGCTETGCCACCCTCGGETGAAA 77
Ampli#merc_13 121 GTGGGCAATGAGTACGTCACCAAGGGGCAGAATGTCCAGCAGGTGGGTCCATCTTCAGAT 188
Excn_13_C1 78 GTGGGCAATGAGTACGTCACCAAGGGGCAGAATGTCCAGCAG- -~ -m e mm e e mm 119
Exgn_13_C2 78 GTGGGCAATGAGTACGTCACCAAGGGGCAGAATGTCCAGCAG- -~ amcmmmmemmeme 119
Exon_13_C3 78 GTGGGCAATGAGTACGTCACCAAGGGGCAGAATGETCCAGCAG----amcmmmmmemmeee 119
Exon_13 78 GTGGGCAATGAGTACGTCACCAAGGGGCAGAATGETCCAGCAG- -~~~ -mccmmene 119
Ampli#merc_13 181 GATAAT 186

Excn_13_C1 128 -ecn-- 119

Exgn_13_C2 128 «caaa- 119

Exon_13_C3 128 <caaa- 119

Exon_13 128 -===-- 119

Figura 20. Alineamiento de secuencias del exon 13 para cada muestra control.

84




El alineamiento mostr6 un 100% de similaridad entre cada uno de los controles, la

secuencia del exon 13y la region del exon 13 dentro del amplimero.

VII. 3. Analisis de la movilidad electroforética de los exones del gen MYH7 en
pacientes con sospecha clinica de MHF mediante el uso de la técnica SSCP.

Antes de efectuar los andlisis de SSCP con las muestras de pacientes, se
estandarizaron previamente las condiciones necesarias de corrida electroforética con
muestras controles, comenzando con lo exones 16, 14, 19, 20, 21 respectivamente,
pertenecientes al grupo de exones con mayor nimero de mutaciones reportadas (Tabla 8).
Los parametros considerados fueron referente a la naturaleza de la muestra como: Tamafio
del amplimero, concentracion del producto y contenido de G+C. Ademas se consideraron
otras variables como: temperatura de desnaturalizacion de los productos de PCR, tiempo de
incubacion de las muestras en hielo, porcentaje del gel de poliacrilamida, tiempo de corrida
electroforética, temperatura y voltaje durante la corrida electroforética. Algunos de los

parametros y condiciones principales se muestran en la tabla 11.

Tabla 12. Parametros y condiciones para realiza los SSCP de los amplimeros

14, 16, 19, 20 y 21 del gen MYH?7.

Amplimero Tamano Contenido Porcentaje Tiempo de
del G+iC del gel corrida

del exdén amplimero %o electroforetica
rb (horas)

14 257 54 E: 14

16 ST 53 B 12

19 322 59 a8 14

20 329 52 E2 14

21 g 56 23 15
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En los SSCP realizados con las muestras de cada uno de los controles de los exones
14, 16, 19, 20 y 21, fue posible observar la separacion de tres bandas: 2 correspondientes a
cada una de las cadenas sencillas ubicadas en la parte superior y una del ADN doble
cadena del amplimero. Ejemplo de esta condicion se muestra en la figura 21 A) carril 1, 2

y 10 B) carriles 1, 2 y 8, figura 22 carriles 1 y 2, figuras 23-24 carril 10.

En el resultado de los analisis de SSCP de las muestras de pacientes para los exones
14, 16, 19, 20 y 21 (figuras 21-24), no se observaron cambios significativos en el patrén de
migracion entre si, ni con sus respectivas muestras controles. Las diferencias encontradas

se relacionaron mas con las intensidades de las bandas.

Figura 21. Anélisis SSCP del exdn 14 del gen MYH7. Electroforesis en gel de poliacrilamida 8%, visualizado
con tincion de plata. A) Carriles 1, 2 y 9 muestras controles C1, C2 y C3 respectivamente. Carriles 3-8:
muestra de paciente 009, 010, 011, 012, 013 y 014 respectivamente. Carril 10: control de contaminacion. B)
Carriles 1, 2 y 10: muestra control C1, C2 y C3 respectivamente. Carriles 3-8: muestra de paciente 015 016,
017, 018 y 019 respectivamente. Carril 9: control de contaminacién. El control de contaminacion consiste en
mezcla de reaccion de PCR con buffer desnaturalizante.
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Figura 22. Analisis SSCP del exdn 16 del gen MYH7. Electroforesis en gel de poliacrilamida 6%, visualizado
con tincién de plata. Carriles 1, 2 y 9: muestras controles C1, C2 y C3 respectivamente. Carriles 3-9:
muestras de pacientes 001, 009, 010, 011, 012 y 013 respectivamente.

Figura 23. Anélisis SSCP del exdn 19 del gen MYH?7. Electroforesis en gel de poliacrilamida 8%, visualizado
con tincion de plata. Carril 10: muestra control C1. Carriles 1-9: muestras controles 009, 010, 011, 012, 013,
014, 015, 016 y 017 respectivamente.
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Figura 24. Analisis SSCP del exén 20 del gen MYH7. Electroforesis en gel de poliacrilamida 8%, visualizado
con tincion de plata. Carril 10: muestra control C1. Carriles 1-9: muestras controles 009, 010, 011, 012, 013,
014, 015, 016 y 017 respectivamente.

Figura 25. Analisis SSCP del exdn 21 del gen MYH7. Electroforesis en gel de poliacrilamida 8%, visualizado
con tincién de plata. Carril 10: muestra control C1. Carriles 1-9: muestras controles 009, 010, 011, 012, 013,
014, 015, 016 y 017 respectivamente.
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VII. 4. Analisis de secuencias de pacientes con sospecha de MHF.

La estrategia de analisis de los exones plated la obtencion de las secuencias de
nueve exones (13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22 y 23) del gen MYH7 en 22 pacientes y tres
muestras control (C1, C2 y C3), luego del analisis de cambios de movilidad electroforética

en condiciones no desnaturalizante.

VI11.4.1. Evaluacién in silico de las secuencias de los exones 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22

y 23 del gen MYH?7.

El anélisis de las secuencias de los exones 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22 y 23 del gen
MYH?7, planted la comparacion de las secuencias de los amplimeros de cada uno de los
exones perteneciente a las muestras de pacientes con el amplimero de referencia seguido
del exdn, ambos proveniente de la base de datos de cardiogenomics. Simultaneamente, se
evaluaron los electroferogramas en la busqueda de variaciones asociadas a la presencia de

condiciones heterocigoticas o deleciones.

Las figuras 26 a 32, muestran representativamente algunos de los analisis de
secuencias nucleotidicas correspondientes a los exones de pacientes con sospecha clinica de

MHF.
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A Anplid#nero_13 O AGTCATCTCTTTACCAACTTTGCTACTTGCCTTTTCCTTCCAGAGGCTCACAAG 54

Exon_13 ] ccccccccccncccasccscnccasscassscccsnnsancacasnnas AGGCTGACAAG 11
021_13F.abl ot s o i st S s S e NNNTCTTTCTTCAGAG-CTGACA-G 23
821_13R.abl 1 GGTINGGNTTCTGNCCTTGGTGACGT -ACTCATTGCCCACTTTCACCCGAGGGTGGCACA 59
o> e
Anpli#nero_13 55 TCTGCCTACCTCATGGGGCTGAACTCAGCCCACCTGCTCAAGGGGCTCTGCCACCCTCGE 114
Exon_13 12 TCTGCCTACCTCATGGGGCTGAACTCAGCCCGACCTGCTCAAGGGGCTGTGCCACCCTCGE 71
921_13F.abl 24 TCTGCCTACCTCATGGGGCTGAACTCAGCCCACCTGCTCAAGGGGCTGTGCCACCCTCGE 83
821_13R.abl 60 GCCCCTYTCAGCAGGTCGGCTGAGTTCAGCCCCATCAGGTAGGCAGACTTGTCAGCCTCTG 119

AnpliNnero_13 115 GTGAAAGTGGGCAATGAGTACGTCACCAAGGGGCAGAATGTCCAGCAGGTGGGTCCATCT 174

Exon_13 72 GTGAAAGTGGGCAATGAGTACGTCACCAAGGGGCAGAATGTCCAGCAG - - <« = = = - 119
021_13F.abl 84 GTGAAAGTGGGCAATGAGTACGTCACCAAGGGGCAGAATGTCCAGCAGGTGGGTCCATCT 143
921 13R.abl 120 GAAGGAAAAGGCAAGTAGCA- - -« « - AAGTTGGTAAAMAGATGACATNNNGGGTTGGGTA 173
Auplideera. 13 175 TCAGATGATAATsscicisevinsssoosnssnionsvmnssnnsvaisnessnsonsss 186
Exon_13 120 +nccccncescenncnansansnccasnscscnssacacanssssancnsasasanaans 119

821 _13F.abl 144 TCAGATGATAATANAGGAGTTGGTAAAGAGATGACTANGGANGGCCCTCACAGGACTACC 203
821_13R.abl 174 AGAGATGACTAANCACAGCCCCTATGTCAAGCGGGTGCACTGCACCCCCAAMAAAACAAT 233

Anplidnero_13 187 cececccciccicncittincatttnttetsttttntststtattssnsansttnannns 186
Exon_13 I e e o o T A 119
821_13F.abl 204 CGCGCTGATTTCAAATAATNTGGTAGGTTCTCGGAGAACTCTTCCCCCCACACCCTAAG 263
621_13R.abl 234 AACACCTACATCCC-«-vvvemmennnennccnccsncsncnnnasncansssncannns 247
AnpliMnero_13 187 «cvveccncrsnccnnnsnsananans 186
Exon_13 120 vevvcrnnnnnnnrcnnnnnncnnans 119
021_13F.abl 264 ATGGGGAGCGCCTTAGAGGTTGTACT 289
821_13R.abl 248 cecvccinniiniiiiiinaaaaaa 247

Figura 26. Alineamiento de secuencias de amplimero 13 del paciente 021. A) Se observa el alineamiento del
amplimero y ex6n 13 de la base de datos de cardiogenomics con la secuencia sentido y antisentido del
amplimero 13 del paciente 021. B) Registro parcial del electroferograma de la secuencia sentido y antisentido
del exdn 13 del paciente 021. Las fechas rojas enmarcan la region del exon evaluada por electroferograma.
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Amplivncro_1i4 1 CAAGTTCACTCTTCCCAACAACCCTCCTCAATATGLOGTCTCTCCTCCACCTTGCAGGTGA 60
Exon_14 e i o o e 4 e . o, Ot A, g A s A GYGA 4
802_14F .abl b e et CNNGNNTTGTONNNNTONNNNGNGAANGTNN 31
8682 _14F1_abl 1l cecccrcsnncnccnccnnnnna GNNNNATTTNGCCGCCTCTCCTCC-CCTYCCAGGTGA 36
882_14R.abl b R e CNGTNNNNNTCCTCCACCTTGCANNNNA 28
Anpli#ncro_14 61 TATAT-CGCCACTCCOGGCACTOG - - -CCAAGGCACTOGTATCACGAGGATGTTCAACT----C 112
Exon_14 S TATAT-GCCACTGGGGCACTGG - - - CCAAGGCAGTGTATGAGAGGATGTTCAACT - - - -G 56
002_14F.ab1 32 CNNAN-GCCAGCGATGTCCAGGACTCCTATGAAGTACTCCCGTLGCTGCTTGGTCTCCAG 99
802_14F1_abl 37 TAATA-GCCACTGGGGCACTGG - - -CCAAGGCAGTGTATGAGAGGATGTTCAALCT - - - -G 88
862_14R.ab1 29 TATATAGCCACTGGLGGCACTGG - - -CCAAGGCAGTGTATGAGAGGATGTTCAACT----G 81
Anpli#nmcro_14 113 GATGG- - -TCACGCCCATCAATCCCACCCTGOAGACC - -« v« AACCAGCCACG-CCAG 161
Exon_14 57 GATGG- - -TGACGCGCATCAATGCCACCCTGGAGACC -~ -~~~ - AAGCAGCCACG-CCAG 185
882_14F .abl 91 GOTCGCATTCATCCCCOTCACCATCCAGCTTCAACATCCTCTCATACACTCCCTTIGGCCAG 158
882 _14F1.abl 89 GATGG- - -TGACGCGCATCAATGCCACCCTGGAGACC « ~ v v v = = AAGCAGCCACG-CCAG 137
8682_14R.ab1 82 GATGG- - -TGACGCGCATCAATGCCACCCTGGAGACC -~ -~ — - - AAGCCAGCCACG-CCAG 130
Anpli#nmcro_14 162 TACTTCATAGGAGTCCYGGACATCGCTGGCTTCGAGATCTTCCATGTGAGTTGGGACCCC 221
Exon_14 186 TACTTCATAGGAGTCCTGGACATCGCTGGCTTCGAGATCTTCGAT - -~ - - - - c e m = = - - 159
8682_14F .abl 151 TGCCCCAGTGOCATATATCACCTGCAAGCTGCAGGAGAGACCCATATTCAGCAGCGGTTGTY 2190
962_14F1.abl 138 TACTTCATAGGAGTCCTGGACATCGCTGGCTTCGAGATCTTCGATGTGAGTTGGGACCCC 197
8682_14R.abl 131 TACTTCATAGCCAGCTCCTCCACATCGCTCCCTTCGACGATCTTICCATCTCACTTGGCACCCC 198
Anpli#necro_14 222 TGGGAGTGGGAGAACAATCACTCA-CTCGCTCCCACAT s v v rmvsmsmsmssnsmmmmmsms 258
Exon_1l4 R B e et 158
802 _14F .abl 211 TGGGAAGAAGTCGAACTTGAAATCTINTINCACCCACCCCCTTTCANCCCONTNCNNGGEN 278
862_14F1.abl 198 TGGGAGTGGGAGAACAATCACTCA-CTCGCTCCCACATAAAGGGTTGTTGGGAAGAGTGA 256
8682_14R.abl 191 TGGOAGTCCGGAGAACAATCACTCA-CTCGCTCCCACAANAACTGCTCTACTCGAGANGGG 249
Anpli#nero_14 Py e 258
Exon_1l4 b B s 159
862_14F .abl 271 ANTGTYGGTYTTCTGTAACATAAATACTATTTCATGGGYTTIGTTTTCTTCTCTTCCCTNAAC 338
0802_14F1.abl 257 ACTTGAGGGTTGTTGGGAAGAGTGA-ATTTGAGAAAAACTGGCTCAAGGGGCAGGCAAGGT 315
882_14R._abl 258 GGYGGGGGGGTGNTTGAGA - « -CGC-NTTGGAGGAAGGGGTTGGTAGCCCTCGGGTCGGTY 385
AnpliW#nmero_1l14 P 3 e el e e b L 258
Exon_14 B - e 158
882_14F.abl 331 CTGNGAACCTTGGCCTACATCTTTGTAGACTCTCTINTNTTNAAAACTTGTTAGGANANTT 390
802_14F1.abl 316 GGCCAGCTCTGOOGTCAGCCOGTCCAACAACCTCATCAGCATCCCCATACCATAAACAG- -~ 372
882_14R.abl 386 CCAGCNTGGGNATCNTGTCNTGAGATAGCANCCCCCGGCCCONNATCAATTNCNNTCTTT 365
Asplivnerc_14 P 258
Exon_14 1S] ccccccccsscascscccscccssscasssscsscsatsaacnscacssscanaaassaa 150
802_14F . abl 391 AGTTTN- - mrr s e s r e e r e e s r e e s s e e - 396
882_14F1.abl E R e 372
882_14R.abl 366 TCTTTCCAAANNGATGTGNTONTATTTITTITTITCTTITCTCTATTTITTITINTINGTIGTTTA 425
Anpli#ncro_14 259 ccccccccccnnnn 258

Exon_14 151 cevrcescsmmennne 158

802_14F . abl 397 e 396

862 _14F1_abl 373 ccccscccnncanan 372

862_14R.ab1l 426 TTTTATCTCAAAAGC 440

002_14F ab)

002_14F1Lab) € L & e Qe LA 4 A 8 ¢ CA & & & € € A ¢
1500 —
1000~ ) _— _ ) o ‘ 7 _—
A VAWYAVAYY, VA'AVAYAVAVAVATAVAYAV: _..£ WANNN
002_14R.ad1 NS g el R AN e 6 e RN A tae e e
1500 ~
e AN Via AR A A N N 1\ A
e =1 VWVWWNANVWVY _L\/ AWAVAVAVA'AVAVA™N

Figura 27. Alineamiento de secuencias de amplimero 14 del paciente 002. A) Se observa el alineamiento del
amplimero y exon 14 de la base de datos de cardiogenomics con la secuencia sentido y antisentido del
amplimero 14 del paciente 002. B) Registro parcial del electroferograma de la secuencia sentido y antisentido
del exdn 14 del paciente 002. Las fechas rojas enmarcan la region del exén evaluada por electroferograma.
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18 20 30 48 50 60 78 88
AJAspliAAnero_ACTCACACCCACTTTCTGACTGCTCCCACCCCTCATGCCCCCTGCAGTTCAACAGCTTTGAGCAGCTCTGCATCAACTTC

Consensus: ACTCACACCCACTTTCTGACTGCTCCCACCCCTCATGCCCCCTCCAGTTCAACAGCTTTGAGCAGCTCTGCATCAACTTC

................................................................................

Exon_15 tTCAACAGCTTTGAGCAGCTCTGCATCAACTTC
813_15R.ab1 aCTCACACCCACTTTCTGACTGCTCCCACCCCTCATGCCCCCTGCAGTTCAACAGCTTTGAGCAGCTCTGCATCAACTTC
813_15F.abl cnnngnngnNCNNGNNGCTC-ACAGCTTTGAGCAGCTCTGCATCAACTTC

99 180 118 126 138 <1148 156 168
Anpl iAAnero_ACCAACGAGAAGCTGCAGCAGTTCTTCAACCACCACATGTTTGTGCTGGAGCAGGAGGAGTACAAGAAGGAGGGCATCGA

--------------------------------------------------------------------------------

Consensus:  ACCAACGAGAAGCTGCAGCAGTTCTTCAACCACCACATGTTTGTGCTGGAGCAGGAGGAGTACAAGAAGGAGGGCATCGA
Exon_15 ACCAACGAGAAGCTGCAGCAGTTCTTCAACCACCACATGTTTGTGCTGGAGCAGGAGCAGTACAAGAAGGAGGGCATCCA
813_15R.ab1 ACCAACGAGAAGCTGCAGCAGTTCTTCAACCACCACATGTTTGTGCTGGAGCAGGAGGAGTACAAGAAGGAGGGCATCGA
013_15F.abl ACCAACGAGAAGCTGCAGCAGTTCTTCAACCACCACATCTTTCTGCTGOACCAGGAGCAGTACAAGAAGGAGGCCATCCA

176 180 196 200 216 220 230
AnpliMAnero_GTGGACATTCATTGACTTTGGCATGGACCTGCAGGCCTG- CATTGACCTCATCGAGAAGGTGCCTCTTTGGCCTTACCAC

................................................................................

Consensus: GTGGACATTCATTGACTTTGCCATGGACCTGCAGGCCTG- CATTGACCTCATCCAGAAGGTCCCTCTTTCGCCTTACCAC
Exon_15 GTGGACATTCATTGACTTTGGCATGGACCTGCAGGCCTG - CATTGACCTCATCGAGAAG

813_15R.abl GTGGACATTCATTGACTTTGGCATGGACCTGCAGGCCTGTCA- TGACATCATCNNNNNCAN

813_15F.ab1 GTGGACATTCATTGACTTTGGCATGCACCTGCAGGCCTG - CATTGACCTCATCCAGAAGGTGCCTCTTTGECCTTACCAC

240
AnpliMnero_CTGAATTC

Consensus: CTGAATTC
Exon_15

813_15R.abl
312515F.ab1 CTGAATTC

amplimero y exén 15 de la base de datos de cardiogenomics con la secuencia sentido y antisentido del
amplimero 15 del paciente 013. B) Registro parcial del electroferograma de la secuencia sentido y antisentido
del exdn 15 del paciente 013. Las fechas rojas enmarcan la region del exén evaluada por electroferograma.
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10 20 30 48 59 60 70
f\.Aﬂplinero_19 ACAAA-G - CCAGCATCAGAACCCAGAACTTCAGTCCAGTCTTCTCACAGACTCCTCCTACTTCCTTCTTGCCACAGGEET

Consensus:  ACAAAGCCCCANG- TCAGAACCCAGAACTTCAGTCCAGTCTTCTNANAGACTCCTCCTACTTCCTTCTTCCCACAGGEET

................................................................................

Exon_19 gGGT

002_19R.abl ACAAAGCCCCANG- TCAGAACCCAGAACTTCAGTCCAGTGTTCTCACAGACTCCTCCTACTTCCTTCTTGCCACAGCGET

062_19F1.abl cnaacnt taNTGTTCT-A-AGACTCCTCCTACTTCCTTCTTGCCACAGGGET
80 98 180 118 120 130 14 15

Anplimero_19 GATGCACAACCCCCTGGTCATCCACCAGCTCCGCTCCAATCGTCTGCTGCAGGGCATCCCCATCTGCAGGAAAGGLTTCC

Consensus:  GATGGACAACCCCCTGGTCATGCACCAGCTGCGCTCCAATCGTGTGCTGGAGGGCATCCGCATCTGCAGGAAAGGLTTCC
Exon_19 GATGGACAACCCCCTGGTCATGCACCAGCTGCGCTCCAATCGTGTGCTGGAGGGCATCCGCATCTGCAGGAAAGGCTTCC
002_19R.abl GATGGACAACCCCCTGGTCATGCACCAGCTGCGCTGCAATGGTGTGCTGGAGGGCATCCCCATCTGCAGGAAAGGCTTCC
002_19F1.abl CATGGACAA-CCCCTGGTCATGCACCAGCTCCGCTCCAATGGTCTCCTGCAGCCCATCCCCATCTGCAGGAAAGGCTTCC

168 178 180 198 200 219 228 238
Anplinero_19 CCAACCGCATCCTCTACGGGGACTTCCGGCAGAGGTGGGTATGAGGGTGCACCAGAGCTCATAGAACAGGGGGAGCCAGG

Consensus:  CCAACCGCATCCTCTACGGGGACTTCCGGCAGAGGTGGGTATGAGGGTCCACCAGAGCTCATAGAACAGGGGGAGCCAGG
Exon_19 CCAACCGCATCCTCTACGGCCACTTCCCGCACAG

002_19R.abl CCAACCGCATCCTCTACGGGGACTTCCGGCAGAGGTGGGTATGAGGGTGCACCAGAGCTCATAGAACAGGGGGAGCCAGG
0082_19F1.abl CCAACCGCATCCTCTACGGGCACTTCCGGCAGANGTGCGTATGAGGGTCCACCAGAGCTCATAGAACAGGGCCAGCCAGG

240 258 260 278 280 298 300 318
Anplinmero_19 CTGCCCTGATGOG - AATGGGATCTGCAGGTGACCCTAGAATTCTATGGGCAGAGCAGATCACTGCAGAGCATGGGTGACC

Consensus:  CTGCCCTGATGGGNAATGGGATCTGCAGGTGACCCTNGAANTCTATNNGCARAGCAGATCACTGCAGAGCAT -GGTGACN
Exon_19

802_19R.abl CTGCCCTGATGGGGAATGGGATCTGCAGGTGACCCT -GAA-TCTAT--GCA-AGCAanncnnce

002_19F1.abl CTGCCCTGATGGG-AATGGGATCTGCAGGTGACCCTGGAATTCTATGGGCAGAGCAGATCACTGCAGAGCAT - GGTGACN

320
Anplinero_19 T-CTGGAC

Consensus:  TTCTAGA
Exon_19

882_19R.abl
062_19F1.abl TTCTAGA:

——
B §02_19Fab1 G 3 A 1 t 1 & t A (1 6 A a A

m: F \ '(_!\ A [
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Figura 29. Alineamiento de secuencias de amplimero 19 del paciente 002. A) Se observa el alineamiento del
amplimero y exén 19 de la base de datos de cardiogenomics con la secuencia sentido y antisentido del
amplimero 19 del paciente 002. B) Registro parcial del electroferograma de la secuencia sentido y antisentido
del exdn 19 del paciente 013. Las fechas rojas enmarcan la region del exén evaluada por electroferograma.
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18 20 38 48 50 68 70
[&_Amplincro_ZOYCCGYAT-C-ACGCYGCACCAGAGCTCAIAGAACAGGGCCAGCCAGGCTCCCCTGATGGGAATCGGAY-CTGCAGCTGAC

Consensus: TGCGTATGGAAGGGTGCACCAGAGCTCATAGAACAGCNGGAGNCAGCCTONCCTCATGGGAATGGGATNCTGCAGGTGAC

Exon_28
883_20R.abl tGGGTATGGAAGGGTGCACCAGAGCTCATAGAACAGGGGGAGCCAGGCTGCCCTGATGGGAATGGGAT - CTGCAGGTGAC
8683_26F.abl CcnANNACNGGAGGAN - CAGGCTG - CCTGATGGGAATGGGATCCTGCAGGTGAC

8e 98 168 118 128 138 148 158
Anplinero_20CCTAGAA-TTCTATGGGCAG - AGCAGATCACTGCAGAGCATGGCTCACTCTGGACACTTCCCTCCTCAGGTATCGCATCC

Consensus: CCTGGAANTTCTATGGGCAGNAGCAGATCACTGCAGAGCATGGGTGACTCTGGACACTTCCCTCCTCAGGTATCGCATCC
Exon_28 gTATCGCATCC
8083_26R.abl CCTGGAA-TTCTATGGGCAG-AGCAGATCACTGCAGAGCATGGGTGACTCTGGACACTTCCCTCCTCAGGTATCGCATCC
003_206F.abl CCTGGAATTTCTATGGGCAGAAGCAGATCACTGCAGAGCATGGGTGACTCTGGACACTTCCCTCCTCAGGTATCGCATCC

160 176 180 198 200 218 529 230
Anplinrero_20TGAACCCAGCGGCCATCCCTGAGGGACAGTTCATTGATAGCAGGAAGGGGGCAGAGAAGCTGCTCAGCTCCCTGGACATT

Consensus: TGAACCCAGCGGCCATCCCTGAGGGACAGTTCATTGATAGCAGGAAGGGGGCAGAGAAGCTGCTCAGCTCCCTGGACATT
Exon_28 TGAACCCAGCGGCCATCCCTGAGGGACAGTTCATTGATAGCAGGAAGGGGGCAGAGAAGCTGCTCAGCTCCCTGGACATT
083_26R.abl TGAACCCAGCGGCCATCCCTGAGGGACAGTTCATTGATAGCAGGAAGGGGCCAGAGAAGCTGCTCAGCTCCCTGGACATT
083_206F.abl TGAACCCAGCGGCCATCCCTGAGGGACAGTTCATTGATAGCAGGAAGGGGGCAGAGAAGCTGCTCAGCTCCCTGGACATT

248 250 260 276 280 298 368 318
Anplinero_28GATCACAACCAGTACAAGTTTGGCCACACCAAGGTGAGGAAAGGAGACTAATTAATTAAAGGAAGACATCTCTTTTCCAT

Consensus: GATCACAACCAGTACAAGTTTGCCCACACCAAGGTCAGGAAAGGAGACTAANTAATTAAAGGAAGACATCTCTTTTCCAT
Exon_28 GATCACAACCAGTACAAGTTTCCCCACACCAAG

803_20R.abl GATCACAACCAGTACAAGTTTGGCCACACCAAGGTCGAGCAAAGCAGACTAA-TANTNANNS

863_26F.abl GATCACAACCAGTACAAGTTTGGCCACACCAAGGTGAGGAAAGGAGACTAATTAATTAAAGGAAGACATCTCTTTTCCAT

320 338
Anplinero_20TGACTCCTCTGATGC

Consensus: TGACCCTTCTGATGC
Exon_28

063_26R.abl

083_20F.abl TGACCCTTCTGATGC

I} — — a 2

0103_20R b1 ¢ & 6 & & €t A & A & A K & E T & £ T C A &
1500 =
10001
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003_20F.ahi

1000 =
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Figura 30. Alineamiento de secuencias del amplimero 20 del paciente 003. A) Se observa el alineamiento del
amplimero y exén 20 de la base de datos de cardiogenomics con la secuencia sentido y antisentido del
amplimero 20 del paciente 003. B) Registro parcial del electroferograma de la secuencia sentido y antisentido
del exon 20 del paciente 003. Las fechas rojas enmarcan la region del exon evaluada por electroferograma.
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A 18 20 30 40 50 68 70 1
Amplimero_21TAGGCTGTTACCCTTCCTAAGGTAATCCCCACCATCTCTTTCCCTCCTACCCCTCCCTAGTCATGGCCAACACACACCTT

EORERBBUEY . (iiceriionitsnsaasosasasnnnsssdaesdsesnias OO, Bl ii s s ravesisooassesrderisse
Exon_21

AR RAR BB o scwiviiain s vian o sine s on:esesessseseeessselesessisesssyysasscrssesiiseeaississseedne
018_21F.abl nnnnnnntna . N.N.N-...... b s i s eneteeieieesikaerssseeseee

98 109 118 128 138 148 ISE 168
Anplinero_21GCCTGCAGGTGTTCTTCAAGGCCGGGCTGLTGGGGCTGCTGGAGGAAATGAGGGACGAGAGGCTGAGCCGCATCATCACG
CONSUNBUSE.. orv:ciioinio:sle s ai oo Sads w:o: Sas nm o Ee b ale e s Sl RIe e S ene sae s h a e s Cow e s ke ses s
EXORUZE iR e em e e e e e aTe e e e e S AR S 8 S0 e e SR e e e AR e S
D L R L O R Y S e R S Y g R N Y R
L L R R R o et T e T RSl S E S X K S UL e el DRI e e S SRRl

- —m
178 180 198 208 218 226 238 248
Anplinero_21CGTATCCAGGCCCAGTCCCGAGGTGTGCTCCCCAGAATGGAGTACAAAAAGCTGCTGGAACGTAGGTGAGAGATCTCAAG

CONSANBUSE . o7 e 0nus000p00ouesstassssouesniseouniorovoseasetsseesmnesstsoosuesesrssossvosoese
BRON 2L . . e 0a e s e et re st as e eI Re eSO NTeeeen e

I8 2IR.EDL ianiiiiivavenasassissiesaasaeveenieseyshiasrevetanasetdssesesasesssiaeseeasves
DIB 22 DL ¢ 000006900000 000eensessenosossettosnteseiovrossesinsotesssonestsevestssenesossons

258 268 278 289 298 360 310
Anplimero_21AGGAGGTTTCCCCCTTCTCTGAGGCCCAGGCTCGTTCAGGGGCAGTGTCAGGAAAAA -A-A-GCTCAGCAGATCTTCAAA

CONSENBUBS . iiciivisasvnsacasassssssbnsasvinsdsiponbsassnsasaaaevses Billcessianee Becios
Exon_21

DB QRN ERIL . 0o 5.5 ko i i i 0,5, R, 2 0 i e o A 8 {7 Ry P ® 2 nas
2 LB 5 A R R A A N R O D 3 ARy i s L RO O LR SR M AN SO P s IR S e T S SO

320 338 348 358 368 378
Anplimero_21CACAGAGACCTGCAGGAGGGGCTCATATCGAACACACTGCAGTCACAGGET - CAGAGGC

Consensus: ......... L | P eisienmi0:s
Exon_21

018_21R.abl ......... GC....C.T..N.Ngtnnnnnng

R S L 2 N |

e
018_21F ab)

1000~
0~
00~}
400
200~

(— —|
018_21R ab!

400+

NO-}

Figura 31. Alineamiento de secuencias del amplimero 21 deI paciente 010 A) Se observa el almeamlento del
amplimero y exon 21 de la base de datos de cardiogenomics con la secuencia sentido y antisentido del
amplimero 21 del paciente 010. B) Registro parcial del electroferograma de la secuencia sentido y antisentido
del exon 21 del paciente 010. Las fechas rojas enmarcan la region del exon evaluada por electroferograma.
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La evaluacion de las secuencias de los exones 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22y 23 del
gen MYH7 para cada uno de los pacientes no present6 discrepancia con respecto a la base
de datos (excepto para el exén 16 del paciente 001), descartando mediante el andlisis de
electroferogramas la presencia de una condicion heterociga en algunos de los dos alelos, ya
que tanto la secuencias sentido como antisentido estaban representadas por el producto de
PCR de los dos alelos. Una condicion heterocigota se manifiesta como una superposicion
de dos curvas para una misma posicién en la secuencia nucleotidica dentro del exon que en
algunos casos no es notada cuando se evaluan las secuencias en formato texto. Un ejemplo
de esta condicion heterociga se observa en la figura 32 B.

Para verificar si la técnica SSCP fue sensible en la deteccion de cambios en la
secuencias nucleotidicas de los amplimeros 14, 16, 19, 20, 21y 22 del gen MYH7, se
eligieron muestras de los exones 13, 19, 20 y 21 de tres pacientes y para el exdn 16 se
escogieron 5 pacientes encontrando como resultado mas relevante un cambio en el exon del

amplimero 16 del paciente 001 (figura 32).
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A EH) ] 338 e 336 368 e 380 398

Amplimero L6 TCGTGUACTACARCATCATTGGCTGGL TCCAGANGARCARGCATCCTCTCAATGAGAL TETCLTLLECTTRTATCAGAAL
Cansensus

fxon 16

§91 16F1.281 7
§91 16F. ab 1
§91_168. b X
B11_16F.abl ]

§11°168. b

§13°16¢. b

§13716R. abl

BLE_1&F. abl A CT T T iy iy "
B16_16R. abl

" Y 5 I & . T -
464 418 418 438 448 439 468 478

Amolimers 16 TCTTOCCTCARGETCLTCAGLALCLTETTT AL TATC T TEATC G TAAL TAC AL TEALLLTCLCLLT
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Figura 32. Alineamiento de secuencia para el exén 16 del paciente 001. A) Se observa el alineamiento del
amplimero y exdn 16 de la base de datos de cardiogenomics con los amplimeros 16 de los pacientes 001, 011,
013 y 016. Se realizo el alineamiento usando la secuencia sentido (5°-3") y antisentido (3°-5"). B) Registro
parcial del electroferograma del exén 16 correspondiente al pacientes 001. La region sombreada muestra la
presencia de dos curvas superposicionadas.

En la figura 32 A, se ilustra en la region enmarcada en color azul el cambio en la
secuencia nucleotidica para el paciente 001, tanto en la reaccion sentido (001 _16F) y
antisentido (001_16R). Este resultado se verificd realizando una segunda reaccién de PCR
para una nueva reaccion de secuenciacion (001_16F1). Ni los controles ni otros pacientes

evaluados en el mismo analisis (011, 013, y 016) presentaron dicho cambio.

Para observar los cambios en la secuencia del exdn 16 del paciente 001 se realizd un
andlisis al unisono de la secuencia en formato texto y formato gréfico, este Gltimo a través

del estudio minucioso de los electroferogramas, aportados por la empresa encargada de
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hacer la secuenciacion automatizada, corroborando asi la presencia de dicho cambio

(Figura 32).

En la region sombreada de la figura 32 B, se puede observar dos curvas
superposicionadas con similar amplitud, una de color azul que corresponde a la base
silvestre y otra de color rojo que representa la sustitucion de la base T por C en el exén 16

del paciente 001.

Tabla 12. Trabajo y resultados encontrados en los exones 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22

y 23 del gen MYH?7 para las muestras pacientes y controles.

p‘:’:‘i’:nie 13 14 15 16 10 20 21 22 23

001

De las 160 secuencias analizadas (cuadros grises) solo se encontré un cambio en el

exén 16 del paciente 001 (Figura 32). Los cuadros blancos representan las muestras
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analizadas por SSCP, de las cuales ninguna presentd variacién en la movida electroforética

en comparacion con las muestras usadas como control.

VII. 5. Traduccion a proteina de secuencias nucleotidicas con modificacion.

Las secuencias nucleotidicas que se tradujeron a proteinas fueron aquellas donde se
detect6 un cambio en los exones de los pacientes analizados. La sustitucion en el exon 16
T188C del paciente 001 fue la Unica traduccion a aminoacido realizada, donde se muestra

el aminodacido asparagina (figura 33).

ie 28 38 48 58
CCCATGGGCATCATGTCCATCOCTGCAAAAGGAGTGCATGTTCCCCAAGGC
GCCTACCCCTAGTACACGCTAGCCACCTTTTCCTCACGTACAAGGCGGTTCCG

W s S I G 36 e G W i R G R
TRANSLATICON OF SECUENCIA MUTADA EXON 16.NUC >

68 78 88 Se 188
CACCGACATGACCTTCAAGGCCAAGCTGT T TGACAACCACCTGGGCAAAT
GTGGCTGTACTGCGAAGTTCCGGTTCCGACAAACTGTTGGTGGACCCGTTTA

: e L, O b S <Y, R ST SR el e | S ) T S T
TRANSLATICN OF SECUENCIA MUTADA EXCN 16.NUC >

1196 128 138 148 158
CCCCCAACTTCCAGAAGCCACGCAATATCAAGGCCAAGCCOCTCGAAGCCCAC
GGCGGTTGAAGGTCTTCGGTGCGTTATAGTTCCCCTTCGGACTTCGGGTG
S K N E Q K P R N I K. &6 K B E A B>

TRANSLATICON OF SECUENCIA MUTADA EXON 16.NUC >

168 178 188 198 288
TTCTCCCTCATCCACTATGCCGCCATCGTGCACTAC ATCATTGGCTG
AAGAGGGACTAGGTGATACGGCCGTAGCACCTGATG?EFTAGTAACCGAC

o & I B RNET RS . S " ST o SRS I I G WwW>
TRANSLATION COF SECUENCIA MUTADA EXCN 16.NUC >

21e 228 238 248 258
GCTGCAGAAGAACAAGCGATCCTCTCAATGAGACTGTCGTGGGCTTGTATC
CCACCTCTTCTTGTTCCTAGCACAGCTTACTCTCACACCACCCCAACATAG

B X 6. N 8 D R B R K Wi N e B W
TRANSLATICN OF SECUENCIA MUTADA EXCN 16.NUC >

268 278 2806 298 388
AGAAGTCTTCCCTCAAGCTGCTCAGCACCCTGTTTGCCAACTATGCT GGG
TCTTCAGAAGGGAGTTCCGACGAGTCGTGGGACAAACGGTTGATACGACCC
RS S A e S T B AL R T .

TRANSLATION OF SECUENCIA MUTADA EXCN 16.NUC >

318
GCTCGATCGCCGC
CGACTACGCG

A DA

>

Figura 33. Traduccion proteica del exén 16 del paciente 001. Enmarcado con lineas rojas se muestra la
traduccion del aminoacido asparagina en la posicion 187 del exon 16 del gen MYH7.
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Luego de la traduccion proteica del exdén 16 del paciente 001, se realizd un
alineamiento con la secuencia proteica del exdn 16 silvestre, no encontrandose diferencias,

es decir la traduccién del codén donde ocurrio el cambio es sindnima (figura 34).

exon 16 silvestre E n EII
exon 16 mutado S n c[*[ElP

cosrsos | ETVTCT v BT [ IRV

exon 16 silvestre
exon 16 mutado
INCALIATAS

exon 16 silvestre
exon 16 mutado
PRIALIATAS

Figura 34. Alineamiento del exdn 16 traducido a proteina. Se muestra la comparacién del exén 16
proveniente de la base de datos con el exdn 16 del paciente 001.

El punto rojo en la figura 34 muestra la posicion dentro del exon donde se detecto el
cambio en la secuencia proteica del exdn 16 del paciente 001, el cual traduce el mismo
aminodacido que el exdn silvestre. Para verificar que la traduccion generada correspondia al
exon 16 del gen MYH7 se realiz6 un BLASTP coincidiendo al 100% con secuencias
perteneciente a la proteina cadena pesada de B-miosina cardiaca, especificamente con la
region que es traducida por el exdn 16. Ademas se verificd que el cambio no correspondia
a ninguno de los 15 polimorfismos publicados en la base de datos de cardiogenomics ni con
los 29 publicados para el gen MYH7 de Homo sapiens en la base de datos SNP

(www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).
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VII. 6. Modelado molecular.

Este estudio contempld el analisis de un reducido numero de pacientes ya que es un
estudio preliminar para la busqueda de mutaciones asociadas con MHF en Venezuela y
razén por la cual probablemente no se detectaron mutaciones. Sin embargo, existen
mutaciones que se han descrito que han resultado de suma importancia e interés como por
ejemplo Arginina 403 por glutamina, esta se ha relacionado con un alto porcentaje de

pacientes que han padecido muerte subita.

Tabla 13. Caracteristicas de la mutacion reportada Arg403Gin.

Exon 13
Cambio de nucle6tido G>A
Posicion del nucleotido en el exdn 70
Posicion del nucleétido en el gen 10164
Cambio de codon CGG>CAG
Cambio de amino&cido ArgYGln
Cambio en la transcripcion Con sentido
Cambio en la traduccion Substitucion

La sustitucion Arg403Gln se ubica en la region S1 de la § miosina cardiaca. Para
su andlisis estructural se procedio a realizar los modelos, aceptando dos de ellos, el
primero fue la region S1 sin la mutacién y el segundo la region S1 con la mutacion,
siempre teniendo como base la plantilla cristalografica de la region S1 de musculatura
esquelética de pollo, cuyo porcentaje de similaridad con la proteina p miosina cardiaca de

humano es de 79% (Rayment y col, 1995 y Lorenz y Holmes, 2010).
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En la figura 35, se detalla en color verde el molde cristalografico S1 de musculo

esquelético de pollo y en color amarillo se detallan superpuestos los modelos de la regién

S1 de la cadena pesada B miosina cardiaca de humano.

Figura 35. Modelo estructural de la region S1 de la cadena pesada B-miosina cardiaca. Se muestran los lazos
de interaccion con la actina. Ademés de las proteinas adjuntas cadena ligera esencial y cadena ligera
reguladora.

En la misma figura 36, se observan los lazos que interaccionan con actina, tanto el
lazo 2 como el lazo cardiomiopatico de la B miosina cardiaca de humano se

superposicionan espacialmente con 3 miosina cardiaca de pollo, encontrandose variaciones
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leves en el Lazo-C (lazo 4) del cristal de musculo esquelético de pollo con respecto al
Lazo-C de cadena pesada B-miosina cardiaca. Se detalla en correcta posicion de interaccion
hacia el extremo C-terminal de la miosina tanto la cadena ligera reguladora como la cadena

ligera esencial.

Al reconocer el sitio exacto de la mutacion Arg403GIn en la secuencia proteica, se
procedid a ubicarla espacialmente en los modelos generados, encontrandose que esta en el

lazo cardiomiopatico de la cadena B-miosina cardiaca (figura 36).

Lazo
cardiomiopatico

Figura 36. Lazo cardiomiopdtico y en region mutada. Se coloca en rojo la region donde se encuentra la
mutaciéon R403Q.
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En la figura 36 se muestra una ampliacion de la region donde se ubica la mutacion,
seleccionando los aminoécidos de la posicion 403 de la proteina cadena pesada  miosina
cardiaca de humana transformado a visualizacion por a&omos, la proteina mutada presenta

el aminoacido GIn y la proteina silvestre el amino&cido Arg.

/4

Figura 37. Representacion de los aminoacidos por atomos en la posicion 403 de la cadena pesada B-miosina
cardiaca de humano. En gris los atomos de carbono, en color azul &tomos de nitrégeno y en color rojo atomo
de oxigeno.
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VIII. DISCUSION.

Los mecanismos por los cuales las mutaciones en las proteinas del sarcomero
causan hipertrofia y desarreglo miofibrillar todavia no se conocen exactamente, pero parece
que cada vez es mas evidente la participacion de las mutaciones en las proteinas del
sarcomero en el deterioro de la funcion contréctil (funcién motora, produccion de fuerza,
desarreglo estructural de la proteina involucrada, o de la interaccion de esta con otras
proteinas) resultando en miocardiopatia hipertréfica familiar. La hipertrofia cardiaca puede
ser el resultado de una serie de estimulos, incluyendo el ejercicio, la presion y la sobrecarga
de volumen sanguineo. Es posible que la proteina mutante del sarcomero [-miosina
cardiaca, disminuya la contractilidad del miocardio e imponga presion sobre los
miocardiocitos que podria desencadenar una respuesta hipertréfica (Roopnarine y

Leinwand, 1998).

El diagnostico clinico de MHF, ha resultado dificil por la complejidad
fisiopatologica de la enfermedad, presentando sintomas (angina, sincope, palpitaciones
fuertes y FCH) similares a otras enfermedades cardiovasculares ademas de presentar
caracteristicas electrofisioldgicas y hemodindmicas al electrocardiograma comun con otras
miocardiopatias, aunado a que solo el 50% de los pacientes con MHF son sintomaticos,
siendo los patrones histologicos de hipertrofia al ecocardiograma lo que permite
discriminar el tipo de miocardiopatia. Actualmente para efectuar un diagndstico mas
preciso es necesario la combinacion de las técnicas de electrocardiograma y
ecocardiograma con herramientas de biologia molecular para poder definir si existe una

condicién genética en el individuo (Roopnarine y Leinwand, 1998; Piva y Mattos y col,
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2008). Para ello se hacen copias de las regiones de ADN gendmico asociadas a la patologia,

en este caso los exones 3 al 26 del gen MYH7 que codifica para la beta miosina cardiaca.

VII1.1. Amplificacién de los exones 3 al 26 del gen MYH7.

Antes de realizar el analisis molecular a través del SSCP y comparacion de
secuencias, se debia garantizar la obtencion de los amplificados para los exones 3 al 26 del
gen MYH7 utilizando la técnica de PCR. Para ello se realiz6 un aislamiento del ADN
gendmico de pacientes y controles mediante la aplicacion del método no enzimético de
Lahiri y Nurberger (1991) y también por medio del uso de estuche comercial para
aislamiento de ADN gendmico. Los resultados se pueden observar en las figuras 16 y 17
respectivamente. Las extracciones realizadas por estas metodologias conservd en gran
medida la integridad del ADN, ya que se observan pocas 0 nada de bandas fragmentadas a
lo largo de los carriles luego de la corrida electroforética. La pureza de ADN obtenida
utilizando ambos procedimientos es aceptable para efectuar la amplificacion por PCR, ya
que relaciones 260/280 superior a 1,6 indican baja contaminacién por proteinas las cuales
puedan interferir con la actividad enzimatica de la polimerasa y/o con la degradacion del
ADN por parte de nucleasas (Ausubel y col, 2002; Bartlett y Stirling, 2003; Luque y
Herraez, 2006). Las bandas de ADN observadas por encima de los 10000 pb, garantizan
que al menos la regién que se requiera amplificar esté presente en su totalidad en la muestra

de ADN, ya que el tamafio maximo de amplimero que se espera para MYH7 es de 578 pb.

El alto porcentaje de similaridad (100 %) y bajo error por azar (baja probabilidad de
que las secuencias coincidan con la regién de interés producto del azar) conseguido por

comparacion de secuencia usando BLAST, permitié corroborar que las secuencias de los
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cebadores coinciden con el cromosoma 14 especificamente con el gen MYH?7, por lo que se
penso entonces que con el uso de estos cebadores se realizaria una amplificacion efectiva
de los exones 3 al 26, que son los exones de interés en este estudio. Adicionalmente, se
evaluaron otras propiedades fisicoquimicas de los cebadores para garantizar las condiciones
Optimas para la realizacion de la PCR. Este analisis se consiguié con el uso de programas
de disefios de cebadores (OLIGO Primer Analysis Software version 1.5 y OLIGO analyzer
software version 1.5 respectivamente) los cuales definieron que las secuencias cebadoras
eran apropiadas para la amplificacion especifica de los exones 3 al 26 del gen MYH7. Las
propiedades fisicoquimicas obtenidas se ajustan a las recomendadas por Sambrook y
Rusell, 2001; Bartlett y Stirling, 2003; Dracapoli y col, 2004, ya que se registraron
temperatura de espontaneidad de hibridacion de los cebadores energéticamente favorables
para la interaccion con los exones 3 al 26 del gen MYH7 respectivamente, es decir AG
negativos, por otro lado el grado de complementariedad entre: el cebador sentido y
antisentido, secuencias de los cebadores y entre el propio cebador, son energéticamente
desfavorecidos evitando asi la formacion de dimeros y por tanto aumentando la eficiencia
de union de los cebadores con sus regiones blanco lo que permite obtener en teoria mas de

10* copias (Bartlett y Stirling, 2003).

Otra consideracion tomada en cuenta fue comprobar que las diferencias entre las
temperaturas de hibridacion de los cebadores sentido y antisentido no superaran los 2 °C ya
que esta condicion permite obtener un alto rendimiento, evitando que la reaccién de PCR se
convierta en asimétrica (produccién en mayor cantidad de una hebra de ADN que otra),
ademas, los porcentajes de composicion CG de lo cebadores ubicados entre 40 y 60%,

garantizan que la afinidad por la cadena molde sea flexible, separandose totalmente en el
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ciclo de desnaturalizacién y permaneciendo unida durante el proceso de extension (Bartlett
y Stirling, 2003; Dracapoli y col, 2004). Todas estas propiedades fueron consideradas antes
de emplear los cebadores disponibles en la base de datos cardiogenomics para la
amplificacion de los exones del gen MYH?7 con la intencidn de evitar la formacion de falsos
productos o la generacién de productos inespecificos que pudieran interferir en el analisis
por SSCP y en la comparacion de secuencias y por tanto llegar a conclusiones inciertas.
Ademas el analisis de estas propiedades permitié obtener datos para optimizar la formacién
de productos especificos con gran nimero de copias, asi, la sugerencia de la base de datos
cardiogenomics para la temperatura de hibridacion de los cebadores del amplimero 14 no se

utilizd, empleéndose otra temperatura (62,7°C).

Después del andlisis de cebadores se realizd la PCR y se observo la presencia de
productos unicos lo que sugiere una amplificacion efectiva de los amplimeros 3 al 26 del
gen MYH?7 (figura 18 y figura 19), ademas cada amplimero se ubicé en los geles de acuerdo
al tamafio esperado (figura 14), por lo cual, las secuencias de los cebadores sentido y
antisentido disponible en la base de datos cardiogenomics al parecer son apropiadas para la
amplificacion de los exones del gen MYH7 y parte de sus regiones intronicas adyacentes en
direccion 5°-3" y 3°-5" respectivamente. Estas secuencia de cebadores también fueron
usadas en los trabajos de Nishi y col, 1995; Darin y col, 2007. La optimizacion para obtener
productos de PCR de regiones de interés es un paso fundamental para implementar las
pruebas de diagnostico molecular, ya que algunas técnicas como por ejemplo: DGGE,
dHPLC, HRM y SSCP, utilizan dichos productos (Nishi y col, 1995; Morner y col, 2003;

Estrada-Cuzcano y col, 2005; Zeller y col, 2006; Millar y col, 2010).
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VI111.2. Diagnostico Molecular.

VII11.2.1. Busqueda de mutaciones en los exones 3 al 26 del gen MYH?7.

En principio, la estrategia original para la biusqueda de mutaciones, implicaba el
analisis de los exones 3 al 26 del gen MHY7 de 20 pacientes involucrados en el estudio ya
que estos exones codifican para la region proteica S1 o cabeza globular de la cadena pesada
B-miosina cardiaca y parte de la region S2 o cuello conector entre la region S1 y S2, donde
se ha reportado el mayor numero de mutaciones que ademas son las mutaciones
mayormente relacionadas con muerte subita. Sin embargo, se decidié estudiar solo los
exones 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22 y 23 por poseer lo més altos reportes de mutaciones

(tabla 8).

VI11.2.2. Analisis Molecular para las muestras de pacientes con sospecha clinica de

MHF.

En este trabajo se realizé el andlisis de los exones utilizando la técnica de SSCP y
secuenciacion. Primero se realiz6 la técnica de SSCP, y no se obtuvieron diferentes
patrones de corrida cuando se compararon muestras entre pacientes y control y solo
pacientes. Los SSCPs se realizaron en minigeles (10,1 cm x 7,3 cm y 0,75 mm), sin
embargo, segun Estrada-Cuzcano y col (2005) sefialan que la mayoria de los geles para
realizar SSCP deben ser maxigeles, generalmente geles tipo secuenciamiento (20 cm x 40 x
0,4) para obtener una mayor resolucion, debido a que estos permiten mayor movilidad, por
lo cual posiblemente nuestros analisis de SSCP se vieron limitados. Otros parametros que
influyen sobre la resolucion y la sensibilidad de la técnica son los tomados en cuenta por

Hongyo vy col, 1993, como la concentracion del amplificado, se ha demostrado que altas
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concentraciones resultan en cantidades significativamente elevadas de ADN doble cadena y
de visualizacion borrosa al tefir, esto se debe probablemente a la rdpida cinética de
realineamiento total y parcial que se consigue a elevadas concentraciones de ADN,
mientras que concentraciones mas bajas producen bandas con mejor nitidez, por eso en
nuestro estudio se utilizaron concentraciones aproximadas de S5ng/ul, la cual son
recomendadas por Dracapoli y col, 2001, asi en cada uno de los geles de SSCP se
observaron dos bandas en la parte superior que corresponde a los productos simple cadena
sentido y antisentido de cada amplimero y la presencia de ADN doble cadena en la parte
inferior de gel ya que este migra mas rapido porque es un producto lineal con menos
impedimento fisico que las cadenas simple cadena que estdn en una conformacion
secundaria determinada (Rodriguez y Col, 2009). Otro factor importante segun Estrada-
Cuzcano, 2005 es el contenido de G+C las cuales no deben ser inferiores al 40%, ya que se
ha observado que sustituciones en regiones ricas en G+C pueden tener un mayor efecto en
la movilidad. Sin embargo, en nuestro trabajo cualquier cambio se podria haber detectado,
ya que el porcentaje de G+C de cada amplimero estaba entre 40 y 50 %. Por otro lado,
Hongyo y Col, 1993 en su variante de SSCP en frio, destaca que uno de los principales
parametros que debe ser controlado estrictamente es la temperatura, la cual debe ser
constante durante toda la corrida para que se mantenga el estado Unico constante de
conformacion de las hebras sencillas, sin embargo el sistema implementado en nuestro
trabajo para la corrida electroforética de los geles fueron las tetracamaras con ajuste manual
de temperatura a 15°C donde se registraron variaciones de temperatura que oscilaban hasta
2°C por debajo. Lo ideal, para mantener la temperatura constante son los sistemas de

recirculacion controlados por termostatos o bombas peristalticas que producen un control
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superior de la temperatura en comparacion con sistemas incubados en hielo o en cuartos de

temperaturas (cavas).

VII1.2.2.1. Mutacion en el exdn 16 del paciente 001.

El resultado més relevante que se obtuvo con el andlisis de las muestras por SSCP y
analisis de secuencia fue que la muestra 001 del exon 16, presentd un cambio de base pero
no mostrd un cambio en la movilidad electroforética con respecto a los controles y al resto
de los pacientes. Esto pudo deberse principalmente a que el tamafio del amplimero es de
578 pb, y segun lo indican Larsen y col, 1999 el SSCP tiene sensibilidad de deteccion de
100% en productos de PCR entre 150 y 300 pares de bases, decayendo después de este
limite. Este cambio se presentd en condicion heterocigota, ya que el cambio de nucledtido
T por C se refleja en la secuencia sentido y antisentido pero en forma de dos curvas
superpuestas al electroferograma (Ver figura 32B). La superposicion de las dos curvas
indica que un alelo posee la base silvestre y el otro alelo el nucledtido mutante. Esta
variacion o cambio de nucleotido, traduce para el aminoacido control (figura 33 y 34). Sin
embargo no se pueden descartar los efectos fenotipicos de MHF, ya que el estudio realizado
por Tsoutsman y col, 2008 encontraron en un mismo paciente hipertrofia y variaciones
nucleotidicas sin efecto junto con mutaciones con sentido. Aunque ellos sugieren que el
desarrollo de hipertrofia es consecuencia de las mutaciones ubicadas en los exones y no en
los intrones, tampoco descartaron que factores modificadores (ejercicio, factores
ambientales, dieta) y factores genéticos como mutaciones en otros genes pudieron haber
influido en la manifestacion de la patologia. Hasta ahora no se ha encontrado que los
cambios sindnimos dentro de los exones en los genes que codifican proteinas del sarcémero

se relacionen con MHF (Xu y col, 2010). Se sugiere que la mutacién encontrada en el

111



paciente 001, sea un polimorfismo, aunque no se ha reportado como tal en las base de datos
de cardiogenomics ni SNP. Igualmente, para definir la condicion de polimorfismo es
necesario que la sustitucién se encuentre presente al menos en el 1% de la poblacién
general (Estrada-Cuzcano, 2005), y en este estudio no se manejé un alto nimero de

muestras.

En cuanto al porcentaje de deteccién de mutaciones para la poblacién estudiada,
solo se encontr6 un cambio en uno de los 22 pacientes evaluados, lo que corresponde al
5%. En comparacion con otro estudio donde se analizaron los exones 3 al 26 del gen myh7
(Tanjore y col, 2010) la deteccion de cambios en las secuencias alcanza cifras
comparablemente semejantes, ya que de 95 pacientes evaluados se consiguid 4 variaciones
en distintas personas enfermas, lo que corresponde al 4,2% de los pacientes evaluados. Otro
trabajo como el de Nishi y Col, 1995 obtuvo un 2% de identificacion al evaluar 22 exones

del gen myh7.

Aunque el porcentaje de deteccion resulto similar a algunos estudios es
relativamente bajo en comparacion con estudios hechos en poblaciones chinas donde se
consiguen un elevado nimero de mutaciones, tal es el caso de Song y col, 2005, donde se
realizo la busqueda de mutaciones en los genes myh7, mybpc3 y tnnt2 reportando 25
mutaciones diferentes en 34 de los 100 pacientes estudiados. De las cuales 15 mutaciones
fueron encontrada en los primeros 23 exones del gen myh7. Sin embargo la bldsqueda de

mutaciones se llevo completamente a cabo con el analisis directo de secuencias.

A pesar de que en este trabajo se obtuvo porcentajes de identificacion de

mutaciones en los pacientes evaluados similar a otros estudios, no se descarta el hecho de
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que los criterios clinicos de inclusion de pacientes por parte del personal médico hayan sido
flexibles, presumiendo que algunos pacientes evaluados en este estudio no poseian MHF,
sino otro tipo de afecciébn miocardiaca, lo que pudo determinar bajos porcentajes de
deteccion de mutaciones, esto es enfatizado por Andersen y col, 2008, que determinan que
es necesario la aplicacion de la totalidad de la pruebas clinicas, examenes fisicos, historial
familiar e incluso pedigri para cada uno de los pacientes. Otra condicion presente es que a
pesar de que se evalud los exones del gen MYH7 con mayor numero de reporte de
mutaciones para MHF, no se descarta que en la poblacion venezolana la frecuencia
mutacional para cada gen sean distintas a las encontradas en otros estudios, ya que esta
enfermedad posee una alta variabilidad intra e intergenica (Kawaguchi, H, 2003; Uro-Coste

y col, 2008).

Otro aspecto que debe considerarse es que debe incluirse el analisis de las regiones
intrénicas adyacentes de los exones estudiados. Estas regiones son ampliamente conocidas
como fuente de alta variabilidad y presencia de la mayoria de los polimorfismos reportados,
sin embargo muchos estudios en MHF solo involucran el andlisis de las regiones
correspondientes a los exones incluyendo el realizado en este trabajo. La importancia de
evaluar las regiones no codificantes radica en que estas pueden ser fuentes reguladoras a
distancia de la transcripcion (elementos en trans) y por tanto influir en la eficiencia y tasa
de transcripcion de la RNA polimerasa. Cambios en estas regiones pueden modificar los
codones de ARNm y por tanto la traduccién de una proteina mutada. Otra consecuencia es
que se puede generar un efecto intenficador el cual se sobregenere la produccion de ARNm
lo que conduzca a una sobreexpresion de la proteina y por tanto el desarrollo de hipertrofia

del miocardio (Wheeler y col, 2009).
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VII1.3. Ventajas y desventajas de la técnica SSCP en comparacion con otras técnicas

moleculares para la busqueda de mutaciones asociadas a MHF.

La técnica de SSCP se sigue usando por ser factible para detectar polimorfismos o
mutaciones conocidas o desconocidas, siendo las desconocidas las mas numerosas del
genoma y las més dificiles de reconocer. Sin embargo, cada vez se hace més evidente su
suplantacion por técnicas moleculares méas sensibles o por la secuenciacién automatizada,
esta ultima de caracter mas eficiente y con mejor precision, pero costosa para ser usada de

manera rutinaria (Estrada-Cuzcano y col, 2005).

En cuanto a las técnicas para detectar mutaciones en MHF esta la prueba piloto
realizada por Zeller y col, 2006 los cuales usaron electroforesis en geles con gradientes de
desnaturalizacion por sus siglas en ingles (DGGE), detectando variaciones en la movilidad
electroforética de amplificados de hasta 600 pb, aunque la técnica es de facil aplicabilidad
se debe tener el equipo necesario. En cuanto al tiempo de ejecucion es igual que el

empleado para SSCP hasta de 15 horas incluso mas.

Sin embargo, para alcanzar mayor sensibilidad en detectar mutaciones, se ha
implementado el uso de la técnica HRM por parte de Millat y col, 2010, los cuales
analizaron 34 mutaciones previamente identificadas en pacientes con MHF, detectadas en
su mayoria en productos de PCRs que oscilaban entre 200 y 550 pares de bases, estos
resultados se corroboraron mediante HPLC y secuenciacion directa. La principal desventaja
de aplicar esta técnica es contar con el equipo de escaner que se acople al termociclador y

realtime, ademas se debe contar con el colorante intercalador de primera generacion, ambas
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cosas hacen costosa su aplicacién aunque con resultados que pueden obtenerse en menos de

15 minutos.

VIIL.4. Funcionamiento de la proteina cadena pesada de B-miosina cardiaca a través

de los cambios estructurales que se producen a partir de la mutacion R403Q.

Debido a la complejidad de establecer una relacién genotipo fenotipo por medio de
modelos animales se ha implementado el modelaje molecular como herramienta
complementaria para determinar los efectos de las mutaciones en la estructura de la
proteina y sus implicaciones en el sarcomero. Estos modelos estructurales permiten definir
de manera mas precisa la estratificacion de riesgo e inferir sobre el tipo de medicamento
regulatorio de la contraccidn mas recomendable para su aplicabilidad de acuerdo al tipo de

mutacion.

La complejidad de relacionar el fenotipo con el genotipo, puede ejemplicarse con la
mutacion Arg 403 GlIn incorporada en un modelo de miocitos cardiaco de felino que
resultdé en la interrupcion del funcionamiento del sarcémero, que pudo ser debido al
aumento de la tasa de rotacion de la miosina sobre la actina o al deterioro de la interaccion
de la miosina mutada con la actina, afectando su union con la actina (Marian y col, 1995).
Esto Gltimo concuerda con los resultados de Roopnarine y Leinwand, 1998 en los cuales la
interaccion actomiosina se deterior6 cuando se evaluaron los efectos de la mutacion
Arg403GIn en la regidén S1 de la miosina, lo que sugiere que los defectos bioquimicos del
dominio motor pueden afectar a todo el conjunto de filamentos de miosina en el sarcomero.
Sin embargo Becker y col, 1997 informaron que las mutaciones Arg249GIn y Arg403Gln

ensamblaban correctamente los filamentos gruesos de los miocitos cardiacos de rata, lo que
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sugiere que las proteinas mutantes no interrumpen el montaje de miofilamentos. Aunque las
diferencias entre estos dos trabajos (Marian y col 1995; Becker y col, 1997), puede deberse
a diferencias en los miocitos cardiacos (felino contra rata) y/o la cantidad de proteina
mutante incorporada al sarcomero, producto del uso de diferentes vectores de expresién con
diferentes promotores. Curiosamente en la biopsia de tejido de corazén de un paciente
fallecido con la mutacion Arg403GIn se mantuvo la organizacion miofibrilar intacta

(Roopnarine y Leinwand, 1998).

Debido a la discrepancia en los efectos de la mutacion R403Q en la patologia, y a
que se ha demostrado su presencia en varios casos de muerte subita, se decidié usar esta
mutacion para desarrollar el modelo molecular con el propésito de obtener una mejor

correlacién genotipo-fenotipo.

Aunque la miosina cardiaca de humano no ha sido cristalizada, se han realizado
muchos modelos estructurales usando la proteina miosina de musculo esquelético de pollo,
que aungue presentan diferencias en su secuencia primaria y estan alejadas
filogenéticamente, lo mas probable es que conservan la misma estructura, ya que otros
modelos realizados con la proteina cristalizada de Dyctyostelium discoindeum (anfibio)
posee la misma conformacion espacial que la proteina de pollo, lo que infiere que
mutaciones en cualquiera de estas proteinas tengan consecuencias funcionales similares
(Lowey S, 2002). La mutacion R403Q por estar estrechamente relacionada a la interaccion
con la actina probablemente afecte la actividad enzimética y propiedad mecanica de la
miosina. Esto resultados se corroboraron con estudios bioguimicos realizados por Cuda y
col, 1993, donde se registré una reduccién de la velocidad de movimiento en un 18 % con

respecto a los controles, aparentemente parece poco significativo pero debe considerarse
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que la mutacién fue evaluada bajo condiciones heterocigota, cuya velocidad pudo ser
compensada por el alelo normal, la base de estos resultados se explica a través de la
hipotesis que la MHF es causada por la alteracién de la interaccion actinomiosina

acompafiada por perdida de funcion y compensada por hipertrofia cardiaca.

Para realizar un analisis estructural de la proteina mutada R403Q, primero se debe
lograr ubicar la posicion no solo en la secuencia aminoacidica sino también su ubicacién
espacial, por tanto se desarroll6 el modelo estructural para corroborar la posicion espacial

de la mutacion (figura 36 y 37).

Los criterios de evaluacion para estudiar los efectos estructurales de la mutacion en
el funcionamiento de la proteina fueron: evaluacion del cambio de aminoacido estudiando
el modelo generado en este trabajo. El otro criterio fue comparar y hacer correlaciones de
mutaciones modeladas en otros estudios similares a la mutacion R403Q. Desde el punto de
vista bioquimico la mutaciébn R403Q, tiene implicaciones funcionales debido a su
localizacion, al cambio en la carga de aminoacido, ademas de cambios evidentes en la
interaccion proteina-proteina ya que se encuentra en el lazo miocardiomiopatico cerca de

los sitios de union a la actina de la denominada region 50 kDa en S1 (figura 46).

= 50 kDa s
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4 \
Lazo 1 Lazo-C \ Lazo 2

Lazo miocardiopatico

s Sitios de interaccion con la Actina

Figura 38. Esquema lineal estructural de la cadena pesada f-miosina cardiaca region S1. Se muestran los
sitios de interaccion con la actina en la denomina region 50 kDa de S1. Modificado de Ajtai y col, 2004.
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Las principales regiones de contacto de la miosina con la actina en S1 ocurren entre
los aminoacidos 529-558 y los aminoacidos 647-659, estas secuencias forman alfa-hélices y
mantienen una interaccién con la actina por fuerzas hidrofébicas. Otra interaccién primaria
con la actina la forma el lazo 2 constituido por los aminoacidos 626 a 647, cuya interaccién
se produce por fuerzas idnicas. Adicionalmente, existe otro contacto con la actina en la
region de 50kDa antes del lazo 2, especificamente entre los aminoécidos 567 a 578 vy el
lazo miocadiopatico por los aminoéacidos 404-415. Se infiere que la mutacion R403Q, no
posee implicaciones a nivel de aceptacion o sensibilidad al ion calcio o a la actividad
ATPasa, ya que solo cortes con tripsina en el lazo 1, tienen implicaciones severas sobre
dicha actividad (Coureux y col, 2003; Ajtai y col, 2004).

Sin embargo, no se puede descartar dicha influencia sobre la actividad ATPasa, ya
que en otros trabajos realizados por los autores Ajtai y col, 2001, develaron que el lazo C
(aminoacidos 362-376), tiene importante influencia en la traduccion de la energia y la
posible interaccion con la actina, y debido a la cercania espacial de la mutacién R403Q con
esta region se puede pensar que tenga cierto grado de influencia en la interaccion proteina-

proteina por el cambio en la nube electrdnica circundante (Ajtai y col, 2004).

Al evaluar el modelo desarrollado en este trabajo se determina que el cambio de
aminoacido Arg403GIn ocurrido en el lazo miocardiopatico, introduce una carga eléctrica
de polaridad neutra, ademas de la reduccion del namero de &tomos para la misma posicién,
siendo la glutamina un amino&cido con una cadena de carbono mas corta que el aminoacido
arginina. Asimismo el aminoacido GIn parece espacialmente mas cercano a otra region del

propio lazo miocardiopatico, todo esto puede llevar a implicaciones sobre la interaccion
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proteina-proteina, afectando la capacidad de unién de la cabeza globular con la actina

(figura 39).

Figura 39. Representacion atdmica de la posicion 403 en el modelo S1 de miosina cardiaca. En gris se
muestra la cadena carbonata de los aminoacidos GIn y Arg en la posicién 403 de la regién S1 de la cadena
pesada B-miosina cardiaca.

Desde el punto de vista estructural se pueden detallar con precision los posibles
efectos que conlleva la mutacion R403 que aunque no interacciona directamente con la
actina, si tiene efectos en el cambio de polaridad de la region adyacente a lazo 2. Este
efecto es evaluado en una mutacion similar Arg405Glu estudiada en el trabajo de Lorenz y
Holmes, 2010, ademas este estudio es el mas reciente donde se explican detalladamente los
sitios y los aminoacidos involucrados en la interaccion actino-miosina, en la figura 40, se

muestra el complejo actina-miosina y los monémeros en la actina (AC1-AC5) por donde
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rota la cabeza globular (S1), en la parte B de la figura se detallan el dominio superior 50K
(Upper 50K) y el dominio inferior 50 K (Lower 50 K), donde ocurren la interaccion mas
fuerte con la miosina, estos dominios estan separados por la hendidura formada por los
denominados lazo 2 (Loop 2), lazo miocadiopatico (CM), y el lazo C también denominado
lazo 4 (Loop 4), en estos lazos ocurren la interaccion méas débil pero necesaria para el
acoplamiento final de la actina con la miosina. Ademas se muestra la localizacion cerca del
brazo de palanca de las proteinas cadena ligera esencial (ELC) y la proteina cadena ligera

reguladora (RLC).

Figura 40. Complejo actina-miosina y sitios en S1 implicados en la interaccién y regulacion de la actividad
contractil. Modificado de Lorenz y Holmes, 2010.

El lazo miocadiopatico hace interaccion hidrofébica directa via Glu 411 (S1) con la
Lis 336 (AC3) (figura 41). La mutacion Arg405GIn (similar a la Arg403GIn) produce
severa MHF en humano y resulta en una disminucion de la actividad ATPasa de la miosina
lo cual dificulta el desplazamiento de la miosina con la miosina, esto probablemente se
debe a que hay una repulsion electroestatica por parte del aminoacido Glu, esto se detalla
en la figura 41 donde la nube eléctrica se ve repelida por la actina (Nube azul en direccién a

S1). Otra consecuencia es que esta mutacion produce un puente salino con Glu 631 en el
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lazo 2, lo que interfiere directamente en la traduccion de energia cuando se hidroliza una

molécula de ATP (Lorenz y Holmes, 2010).

=
v ) GLN 314.A
- 2
;GA

@LE 329.A .

P /4
;/’./.‘:‘/ 4 —
*- . ,‘?\ g CM-LOOPN

% 4 :.‘.' N Ly ARG 405.H Q
\ \ \Q ER 1455 \

\ ." ) 224 gLYa.HJgQODZ /

Figura 41. Interacciones electrostaticas entre los lazos de la miosina con la actina. Tomado de Lorenz y
Holmes, 2010.

Haciendo analogia a los resultados encontrados por estos autores, se puede inferir
que la mutacion R403Q tiene un efecto mas repulsivo que la mutacion R405Q, ya que se
encuentra mas cercana a la actina, y por tanto, debe tener un mayor riesgo en cuanto a la
severidad de la patologia. Desde el punto de vista estructural y molecular se recomienda un
tratamiento con droga con efectos cronotropicos positivo que aumente el ritmo de
contraccién y asi compensar la disminucién que produce la mutacién R403Q sobre la

velocidad de desplazamiento sobre la actina.
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IX. CONCLUSIONES.

1. Se logré optimizar las condiciones de PCR, para obtener los fragmentos de
interés correspondientes a los exones 3 al 26 del gen MYH7 que codifica para la
beta miosina cardiaca.

2. No se observo diferencia en la movilidad electroforética de corrida de los
exones (14, 16, 19, 20,21) con respecto a los controles mediante la técnica de SSCP.
3. El resultado de SSCP para el exon 16 del gen MYH7 no presenté la
sensibilidad suficiente para detectar el cambio en la secuencia del amplimero en el
exon 16 del paciente 001.

4. Se detectd un cambio en la secuencia de uno de los veinte y dos (22)
pacientes involucrados en el estudio mediante analisis comparativo de secuencias.
Lo que corresponde a un 4,5% de deteccion de la poblacién evaluada.

5. El cambio T por C del exon 16 del paciente 001, resulto ser un cambio
sinonimo, verificado por analisis comparativo de la secuencia proteica de los
controles y de la base de datos.

6. Se logré representar la ubicacion espacial de la mutacién R403Q en el

modelo realizado de f-miosina cardiaca.
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X. RECOMENDACIONES Y LIMITACIONES.

Este estudio preliminar para el diagnostico de MHF, hecho por primera vez en
Venezuela, se puede implementar de rutina en el pais siempre que se consideren las
siguientes recomendaciones y limitaciones:

. Se recomienda contar con los datos clinicos y examenes médicos de los

pacientes para evaluar el criterio de inclusién en el estudio.

. El estudio debe contar con un mayor nimero de personas controles, para

poder determinar los polimorfismos propios de la poblacion venezolana.

. Debido a la alta variabilidad intra e intergenetica de la patologia es necesario

involucrar el andlisis del resto de los exones del gen MYH7, ademas de estudiar en

conjunto otros genes del sarcomero relacionados con MHF. Se podria incluir la
evaluacion de las regiones intronicas adyacentes de los exones ya que estas son
regiones de importancia en la transcripcion del ARNm.

. Se debe realizar el diagnostico clinico y molecular de la familia completa del

paciente con sospecha de MHF, esto permitird determinar si la mutacion se debe a

un defecto genético o pertenece a un caso esporadico, en este ultimo caso se podria

indagar sobre las variables ambientales que pudieron influir en el desarrollo de

MHF (actividad fisica, dieta estilo de vida en general).

. Se recomienda realizar los SSCP para los exones del gen MYH7 que estén

dentro del limite de resolucion recomendado por los autores o al menos no mayor a

los 400 pb de longitud del amplimero.

. Es conveniente aplicar técnicas moleculares complementarias al SSCP para

el diagnostico como DGGE o HRM, de esta manera lograr un estudio donde se
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puedan evaluar un mayor nimero de muestras, verificacion alterna de los resultados
obtenidos con los métodos implementados y aumentar el limite de resolucién y
sensibilidad que se traducen en diagnostico mas asertivo.

. Se debe contar con equipos termocicladores con alta capacidad para obtener
un mayor niamero de amplificados en menos tiempo.

. Para evaluar directamente las mutaciones en el tipo de modelo generado en
este trabajo es recomendable realizar dindmica molecular, que permita distinguir las
interacciones proteina-proteina y los posibles efectos que causan en estas

interacciones.
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XIl. ANEXOS.

1. CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN PROYECTO DE INVESTIGACION:

Titulo del proyecto: Genética Molecular e Identificacion de las Mutaciones Asociadas a la

Cardiomiopatia Hipertrofica Familiar (CHF) en la Poblacion Venezolana.

Investigador Principal: Dra. Rosalva Rodriguez Petit

Nombre:

Fecha:

La Cardiomiopatia Hipertréfica Familiar es una enfermedad hereditaria, compleja, con
caracteristicas Unicas. Es una enfermedad que afecta el tamafio del corazén, especificamente
aumenta el ventriculo izquierdo, que es uno de los lados del corazén.

Objetivo: El objetivo fundamental de esta investigacion es el de realizar un estudio para identificar
las mutaciones que se encuentren en las proteinas que forman el musculo del corazén (codificadas
por los genes myh7, mybpc3 y myl2) en pacientes de Venezuela con MHF. (Para que las personas
entiendan mejor)

Estas investigaciones seran realizadas por Investigadores del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (1.V.I.C). En Venezuela es el primer estudio de éste tipo que se realiza, y
pensamos que puede tener utilidad e importancia para facilitar el diagndstico clinico y mejorar las
opciones de tratamiento, para los pacientes portadores de la enfermedad.

Informacién para el Individuo: Para completar éste estudio se requiere de la participacién de un

grupo de personas que hemos denominado GRUPO CONTROL, las cuales son personas sanas que
no padecen de ninguna afeccidn cardiovascular. Ud esta invitado a participar dentro de éste
grupo. Sin embargo, su participacion en éste estudio, es completamente voluntaria, si decide
participar, puede retirarse del estudio sin perjuicio alguno, ni repercusiones de ningun tipo, en el
momento que lo desee, como también serd informado de cualquier cambio o informacién nueva
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que ocurriese durante el estudio y que pueda afectar su participacion. Esta investigaciéon no
implica riesgo alguno ni inconveniente para su salud. Para completar su participacién Ud. debe
responder un cuestionario, y proporcionar una muestra de sangre, que serd colectada por
personal capacitado para tal fin, para aislar el ADN gendmico.

Confidencialidad: Todos los datos obtenidos de éste estudio serdn mantenidos en absoluto
secreto y toda la informacion sobre su persona serd sélo accesible a los investigadores y médicos
involucrados en la investigacion. Su identidad no sera hecha publica en ninguno de los manuscritos
cientificos o en las presentaciones relacionadas con el estudio, permaneciendo en completo
anonimato.

Deseo participar en éste estudio.

No deseo participar en éste estudio.

Uso de las Muestras: Las muestras de sangre que le sean extraidas seran utilizadas para obtener el
ADN gendmico, y seran almacenadas en el IVIC, bajo custodia de la Dra. Rosalva Rodriguez. Como
parte de éste estudio se guardara una alicuota del ADN procedente de la muestra de sangre
original cedida por Ud, para ser utilizada para futuras investigaciones relacionadas con la CHF, no
para fines comerciales. Dichas investigaciones deberan ser aprobadas por el Comité de Bioética
del I.V.1.C asi como también por los Comités de Bioética de las Instituciones participantes en el
estudio. Ud. no recibird ninguna compensacion econdmica derivada de cualquier resultado
producto de ésta investigacion.

Ud. puede decidir si desea o no que se guarde una alicuota de su ADN, asi como también que sea
contactado en el futuro. Marque con una X en la secciéon de abajo.

Yo autorizo se guarde una alicuota de mi ADN para futuras investigaciones.

Yo no autorizo se guarde una alicuota de mi ADN para futuras investigaciones.
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Puedo ser contactado nuevamente para informacion.

No puedo ser contactado nuevamente para informacién.

Iniciales fecha:

Preguntas: Ud. Es libre de preguntar sobre este estudio y sus derechos en este proyecto de
investigacion. Cualquier Pregunta o Informacién puede dirigirse a:

Dra. Rosalva Rodriguez Petit Centro de Biologia Estructural.
Lab Biologia Molecular.
Teléf: 0212-5041715.

LV.I.C.

Dr. Raul Espinosa Médico. Cardidlogo.
Unidad de Cardiologia Hospital Pérez Carrefio
Consulta de Cardiologia del Hospital de Clinicas Caracas

Teléfono: 0416-6056384.

Dra. Marinela Falcone. Médico adjunto del servicio de Ecocardiografia.
ASCARDIO. Barquisimeto.

Teléfono: 0251- 2524876

El propdsito y procedimiento de este proyecto me han sido explicados y los he comprendido
bien. Yo estoy de acuerdo en participar como individuo en este proyecto. Yo estoy enterado de
gue puedo suspender mi participacion en cualquier momento.
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Firma del Individuo:

Fecha:

Declaracidn del Investigador:

Yo le he declarado al individuo arriba nombrado la naturaleza y objetivos de los procedimientos
arriba descritos. Le he preguntado si tenia alguna pregunta sobre los procedimientos y he
contestado sus preguntas con mi mayor capacidad.

Firma:

Fecha:

Cuestionario:

1. Padece o ha padecido Ud de dolores de pecho?

2. Padece o ha padecido Ud de dificultad para respirar?
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3. Padece o ha padecido Ud de alguna falla cardiaca?

4. Ha padecido Ud de Infarto?

5. Padece Ud. de alguna enfermedad cardiovascular?

6. Ensufamilia se ha registrado alguna vez algin caso de muerte subita?

7. Alguno de sus familiares padece de alguna enfermedad cardiovascular?.

2. CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN PROYECTO DE INVESTIGACION:

Titulo del proyecto: Genética Molecular e Identificacion de las Mutaciones Asociadas a la

Cardiomiopatia Hipertrofica Familiar (CHF) en la Poblacidn Venezolana.

Investigador Principal: Dra. Rosalva Rodriguez Petit

Nombre:
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Fecha:

La Cardiomiopatia Hipertréfica es una enfermedad hereditaria, compleja, con caracteristicas
Unicas. Es una enfermedad que afecta el tamafio del corazén, especificamente aumenta el
ventriculo izquierdo, que es uno de los lados del corazén.

Objetivo: El objetivo fundamental de esta investigacion es el de realizar un estudio para identificar
las mutaciones que se encuentren en las proteinas que forman el musculo del corazén (codificadas
por los genes myh7, mybpc3 y myl2) en pacientes de Venezuela con CHF. (para que las personas
entiendan mejor)

Estas investigaciones seran realizadas por Investigadores del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (I.V.l.C). En Venezuela es el primer estudio de éste tipo que se realiza, y
pensamos que puede tener utilidad e importancia para facilitar el diagnéstico clinico y mejorar las
opciones de tratamiento para los pacientes portadores de la enfermedad.

Informacién para el Individuo, Representante o Tutor (en caso de menores de edad): Para
completar éste estudio se requiere de la participacion de un grupo de personas que tengan

familiares directos con la Cardiomiopatia Hipertrofica Familiar. Ud. estd invitado a participar
dentro de éste grupo.

Nombre del familiar : ,

Nexo:

Médico Tratante:

Hospital o Clinica:

Sin embargo, su participacién es completamente voluntaria. Si decide participar, puede retirarse
del estudio en el momento que lo desee, sin perjuicio ni repercusiones de ningun tipo, para Ud. o
para su familiar remitente. Si desea participar, serd informado de cualquier cambio o informacién
nueva que ocurriese durante el estudio y que pueda afectar su participacién. Este estudio no
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implica riesgo alguno ni inconveniente para su salud, ni para la de su familiar remitente. Para
completar su participacion debe proporcionar una muestra de sangre, que sera colectada por
personal capacitado para tal fin, para aislar el ADN gendmico, y responder un cuestionario
personal relacionado con enfermedades cardiovasculares.

Confidencialidad: Todos los datos obtenidos de éste estudio seran mantenidos en absoluto
secreto y toda la informacion sobre su persona sera sélo accesible a los investigadores y médicos
involucrados en la investigacion. Su identidad no sera hecha publica en ninguno de los manuscritos
cientificos o en las presentaciones relacionadas con el estudio, permaneciendo en completo
anonimato.

Deseo participar en éste estudio.

No deseo participar en éste estudio.

Procedimiento: Se le tomara una muestra de sangre (4 mL) para la extraccién de su ADN
gendmico.

Uso de las Muestras: Las muestras de sangre que le sean extraidas seran utilizadas para identificar

las mutaciones responsables de la Cardiomiopatia Hipertrofica Familiar. Todas las muestras seran
almacenadas en el IVIC, bajo custodia de la Dra. Rosalva Rodriguez. Como parte de éste estudio se
guardara una alicuota del ADN procedente de la muestra de sangre original cedida por Ud, para
ser utilizada para futuras investigaciones relacionadas con la CHF, no para fines comerciales.
Dichas investigaciones deberadn ser aprobadas por el Comité de Bioética del I.V.I.C asi como
también por los Comités de Bioética de las Instituciones participantes en el estudio. El individuo no
recibira ninguna compensacién econémica derivada de cualquier resultado producto de ésta
investigacion.

Ud. puede decidir si desea 0 no que se guarde una alicuota de su ADN, asi como también que sea
contactado en el futuro. Marque con una X en la seccion de abajo.
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Yo autorizo se guarde una alicuota de mi ADN para futuras investigaciones.

Yo no autorizo se guarde una alicuota de mi ADN para futuras investigaciones.

Puedo ser contactado nuevamente para informacion.

No puedo ser contactado nuevamente para informacion.

Iniciales fecha:

Preguntas: Ud. Es libre de preguntar sobre este estudio y sus derechos en este proyecto de
investigacion. Cualquier Pregunta o Informacién puede dirigirse a:

Dra. Rosalva Rodriguez Petit Centro de Biologia Estructural.
Lab Biologia Molecular.
Teléf: 0212-5041715.

I.V.I.C.

Dr. Raul Espinosa Médico. Cardidlogo.
Unidad de Cardiologia Hospital Pérez Carrefio
Consulta de Cardiologia del Hospital de Clinicas Caracas

Teléfono: 0416-6056384.

Dra. Marinela Falcone. Médico adjunto del servicio de Ecocardiografia.
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ASCARDIO. Barquisimeto.

Teléfono: 0251- 2524876

El propédsito y procedimiento de este proyecto me han sido explicados y los he comprendido
bien. Yo estoy de acuerdo en participar como individuo en este proyecto. Yo estoy enterado de
que puedo suspender mi participacion en cualquier momento.

Firma del Familiar:

Fecha:

Nombre: Firma del representante o tutor (en caso de menores de 18
anos):

Fecha:

Nombre:

Firma del Testigo:

Fecha:

Declaracion del Investigador:
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Yo le he declarado al individuo arriba nombrado la naturaleza y objetivos de los procedimientos
arriba descritos. Le he preguntado si tenia alguna pregunta sobre los procedimientos y he
contestado sus preguntas con mi mayor capacidad.

Firma:

Fecha:

Cuestionario:

8. Padece o ha padecido Ud de dolores de pecho?

9. Padece o ha padecido Ud de dificultad para respirar?

10. Padece o ha padecido Ud de alguna falla cardiaca?

11. Ha padecido Ud de Infarto?

12. Padece Ud. de alguna enfermedad cardiovascular?
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13. En su familia se ha registrado alguna vez algin caso de muerte subita?

14. Alguno de sus familiares padece de alguna enfermedad cardiovascular?.
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