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RESUMEN: 

 

Búsqueda de mutaciones en los exones 3 al 26 del gen myh7, en pacientes con miocardiopatía 

hipertrófica familiar en Venezuela (MHF). 

 

Guerrero, David. ¹  ²  y  Rodríguez,  Rosalva ². 

1. Escuela de Biología, Facultad de Ciencias.  Universidad Central de Venezuela  

2. Centro de Biología Estructural. Instituto Venezolano de Investigaciones Científicas (IVIC).  

 

 La miocardiomiopatía hipertrófica familiar (MHF) es una enfermedad 

autosómica dominante con características fisiopatológicas únicas y una gran diversidad de 

características morfológicas, funcionales y clínicas. Es una enfermedad cardíaca primaria, 

en la que la característica diagnóstica básica es la hipertrofia del ventrículo izquierdo 

(HVI). La prevalencia en la población general es de aproximadamente 0.2% (1 en 500). La 

mortalidad anual para pacientes con MHF es de 3-4%. El curso clínico varía desde 

pacientes totalmente asintomáticos hasta aquellos con fallas cardiacas graves cuya 

consecuencia más importante es la muerte súbita. 

La  MHF se asocia con mutaciones  en los genes que codifican proteínas del 

sarcómero de miocitos. Se han identificado mutaciones en 12 genes sarcomericos, aunque 

el gen de la cadena pesada de la β-miosina cardiaca  myh7 es donde se han reportado el 

mayor numero de mutaciones, siendo las mutaciones en el subfragmento S1 de la proteína 

codificado por los exones 3 al 26 del gen myh7, las que producen mayor hipertrofia y 
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muerte súbita. Es por esto que la estrategia de identificación de mutaciones asociadas a 

MHF se enfocó 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 diagnóstico de la enfermedad en su fase preclínica 

y  la estratificación del riesgo. Una de estas técnicas es SSCP-PCR (polimorfismo de 

conformación de cadena sencilla de ADN) que se ha usado para detectar cambios puntuales 

en los genes del sarcómero, esta técnica junto con la secuenciación automatizada se 

implemento en este trabajo para estudiar la naturaleza de los cambios ocurridos en las 

secuencias codificantes del gen MYH7. El estudio se delimito a 9 exones de los 40 exones 

totales del gen MYH7 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 observó diferencias en la movilidad 

electroforética de las muestras de paciente con respecto a los controles. El análisis directo 

de secuencias, mostró un cambio en el exon 16 del paciente 001, el cual genera la 

traducción del mismo aminoácido que los controles y la base de datos. Adicionalmente, se 

realizo un modelo molecular de la proteína cadena pesada de beta-miosina cardiaca donde 

se evaluó una mutación previamente reportada. Según los análisis realizados se puede 

inferir que la mutación interfiere degenerativamente en la interación actina-miosina. 
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I. INTRODUCCIÓN. 

 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), definidas principalmente como aquellas que 

afectan al corazón y los vasos sanguíneos, 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. Según la 

organización mundial de la salud (OMS) se calcula que para el 2030 morirán cerca de 23,6 

millones de personas por ECV, específicamente por miocardiopatías y accidentes 

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

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

es/index.html). 

En Venezuela las muertes por ECV representan el 31% de todas las defunciones según 

cifras aportadas en el año 2008 por el ministerio popular para la salud 

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

 Entre las principales enfermedades cardiovasculares se encuentran: Las enfermedades 

monogénicas, caracterizadas por elevar los niveles en plasma de lipoproteínas de baja 

densidad (LDL), como ejemplo de este tipo de enfermedad tenemos: hipercolesterolemia 

familiar, que produce un aumento en la presión de las arterias coronarias. La principal 

causa de la hipercolesterolemia son mutaciones en los receptores de proteínas de baja 

densidad (LDLR). Otro tipo de hipercolesterolemia es la enfermedad de unión defectuosa 

del ligando apolipoproteína B-100, de carácter familiar autosómico recesivo, siendo la 

causa una interrupción en el funcionamiento de los receptores LDLR  por mutaciones en la 

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/%20es/index.html
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/%20es/index.html
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proteína adaptadora ARH. La sitosterolemia que aumenta los niveles de colesterol en 

sangre debido a mutaciones en los factores ABCG5 y ABCG8 (Bruno y Matthew, 2009). 

La hipertensión es otro ejemplo de un tipo de enfermedad cardiovascular, con una 

prevalencia de 20% en la población general cuya principal causa son mutaciones en genes 

involucrados en la regulación renal de los iones  Cl
-
, Na

+
, K

+
. La trombosis y hemostasia, 

también se ubican dentro del grupo de ECV y están caracterizadas porque el paciente 

presenta una falla en el sistema de coagulación. Una de sus principales causas es la variante 

común en el gen del factor V que codifica para la proteína proacelerina (factor lábil de la 

coagulación), con una sustitución de glutamina por arginina en la posición 506 

(Arg506Gln), que impide la degradación del factor V y promueve la formación de 

coágulos. Las arritmias presentan, como consecuencias clínicas la repolarización anormal 

de las células cardiacas durante la generación de potenciales de acción, causada por 

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

Una de las más importantes y complejas ECV son las diferentes tipos de 

miocardiopatías donde encontramos: Hipertrófica familiar (MHF), miocardiopatía dilatada 

(MD) y miocardiopatía arritmogénica del ventrículo derecho. (MAVD) 

La miocardiopatía hipertrófica familiar (MHF) es una enfermedad autosómica 

dominante, cuya causa principal son mutaciones en los genes que codifican proteínas del 

sarcómero, afectando la contracción muscular y provocando un engrosamiento en el 

ventrículo izquierdo del corazón, reflejándose en síntomas que incluyen: disnea, síncope y 

angina, pudiendo conducir a muerte súbita debido a taquiarritmias ventricular o taquicardia 

ventricular (TV) (Alan E. 2003; Judge y Johnson, 2008). 
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La MD se caracteriza por dilatación ventricular y discapacidad para la contracción 

muscular, con una incidencia es de 5-8 casos por cada 100000 personas, y por último 

MAVD, que afecta principalmente el ventrículo derecho, ocasionando arritmia ventricular 

sostenida, que puede llevar a la muerte cardíaca súbita (MCS) (Judge y Johnson, 2008; 

Bruno y Matthew, 2009). 

Según la organización panamericana de la salud, las enfermedades cardiovasculares 

causan una elevada mortalidad y morbilidad a nivel mundial especialmente en países de 

Latinoamérica y el Caribe como Venezuela  (http://www.paho.org/hia/home.html). Siendo 

la MHF  la que posee las tasas más altas de muerte súbita en jóvenes y alta morbilidad en 

ancianos. Esta enfermedad presenta una fisiopatología única y una gran diversidad de 

características morfológicas, funcionales y clínicas, con prevalencia en la población general 

de 0,2% (Ramírez y Padrón, 2004; Alcalai y col, 2007). EL diagnóstico clínico de esta 

patología se hace difícil porque se presenta con diversos niveles de expresividad, e 

inclusive en cualquier etapa de la vida del paciente, con etiología no definida teniendo alta 

variabilidad intra e intergenética (Rodríguez y col, 2009), por ende muchos países se han 

dado a la tarea de estudiar esta enfermedad con la finalidad de poder realizar un diagnóstico 

utilizando herramientas de biología molecular por ser sensibles, rápidas 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 (Ramírez y Padrón, 2004). Con este estudio se espera poder contribuir a definir 
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si los pacientes poseen mutaciones asociadas a MHF, identificar la mutación e inferir cuáles  

son sus implicaciones en la estructura-función de la proteína, lo que  podría servir para 

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

 El sistema cardiovascular humano esta constituidos por vasos sanguíneos y el 

corazón, este último es el órgano motor que permite disgregar sangre en todo el cuerpo 

llevando oxígeno y nutrientes a las células, e intercambiando CO2 al medio ambiente, 

contribuyendo de esta manera a la homeostasis fisiológica.  

II.1. Sistema cardiovascular. 

 El sistema cardiovascular en humano es una estructura anatómica cerrada que 

conduce y hace circular la sangre. Está conformado por arterias, arteriolas, capilares, venas, 

vénulas y por supuesto el corazón. Este sistema, se divide en dos circuitos de circulación 

(figura 1), que son: El circuito pulmonar donde ocurre la difusión de CO2 al medio 

ambiente y la entrada de oxígeno a la sangre que se dirige al corazón, y el circuito sistémico 

donde ocurre la difusión bidireccional de oxígeno y CO2 en el resto del cuerpo. 

 
Figura 1. Circulación de la sangre a través del sistema cardiovascular. Las fechas negras indican la dirección 

del flujo sanguíneo. (Modificado de blognutricionyalimentacion.blogspot.com/2009/02/sistema-

circulatorio.html, 2011) 

   

http://blognutricionyalimentacion.blogspot.com/2009/02/sistema-circulatorio.html
http://blognutricionyalimentacion.blogspot.com/2009/02/sistema-circulatorio.html
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El recorrido de la sangre ocurre a través de las arterias que llevan la sangre 

oxigenada del corazón hacia los capilares, y las venas que retornan la sangre desoxigenada 

de las células del cuerpo, al pulmón, siendo en los capilares donde ocurre el intercambio 

bidireccional entre la sangre y los demás tejidos, transportando principalmente oxígeno 

(O2), metabolitos y algunas hormonas, así como intercambiando dióxido de carbono (CO2) 

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

II.2. Estructura y funcionamiento del corazón. 

 El corazón es  una bomba muscular con válvulas que impulsan la sangre por todo el 

cuerpo. El corazón del humano está constituido por cuatro cámaras, dos aurículas y dos 

ventrículos (figura 2).  

 
Figura 2. Corte transversal del corazón. Se señala el nódulo senoauricular donde se encuentra la región 

marcapasos y comienza el PA, se indican las cuatros cámaras y las válvulas que intervienen en la contracción 

muscular. Tomado de Randall y col, 2002. 

http://www.texasheartinstitute.org/HIC/Anatomy/


23 
 

El músculo cardíaco es un tipo de músculo estriado, funcional y estructuralmente 

similar al musculo esquelético (tabla 1). El latido cardíaco consiste en una contracción 

(sístole) y relajación (diástoles) rítmicas de la totalidad de la masa muscular. La actividad 

eléctrica comienza en la región marcapasos del corazón y se propaga hacia todos los 

miocardiocitos (células cardíacas)  iniciando un potencial de acción (PA) en cada una de 

ellos, generando así una contracción rítmica 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. Características principales de los dos tipos de músculo estriado. 

 
RS: retículo sarcoplasmático. LEC: líquido extracelular. Tomado de Randall y col, 2002; 

Rogers K, 2011. 

 

Cuando el corazón se contrae, se producen una serie de acontecimientos 

secuenciales que involucran cambios de presión y flujo (figura 3) que comprenden los 

siguientes pasos: 1ro) durante la diástole o período de relajación, las válvulas aórticas 
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cerradas mantienen grandes diferencias de presión entre los ventrículos relajados y las 

arterias aorta y pulmonar. Las válvulas auriculovetriculares están abiertas y la sangre fluye 

directamente desde el sistema venoso a los ventrículos. 2do) Cuando se contraen las 

aurículas, las presiones aumentan en su interior y la sangre es impulsada a los ventrículos. 

3ro) conforme los ventrículos inician su contracción, aumentan las presiones en los 

ventrículos y superan las del interior de las aurículas. En este momento, las válvulas 

auriculovetriculares se cierran, evitando así el reflujo de la sangre hacia las aurículas y 

continúa la contracción ventricular. 4to) La presión interventricular aumenta rápidamente y 

finalmente supera la presión de las arterías aorta y pulmonar. Las válvulas aórtica y 

pulmonar se abren y la sangre es expulsada a las arterías, causando un descenso en el 

volumen ventricular. 5to) Conforme los ventrículos comienzan a relajarse, las presiones 

interventriculares descienden por debajo de la presión de las arterias, las válvulas aorticas 

se cierran y se produce una relajación isométrica del ventrículo. Una vez que las presiones 

ventriculares disminuyen por debajo del de las aurículas, las válvulas auriculovetriculares 

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

 
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 contraído. Modificado de Randall y col, 2002. 
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 Es importante destacar que la presión más alta durante el ciclo cardiaco, se alcanza 

en el ventrículo izquierdo del corazón cercano a los 120 mm Hg, mientras que en el 

ventrículo derecho alcanza una presión de 40 mm Hg, teniendo ambos ventrículos en 

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

Los diferentes tipos de miocardiopatías afectan el correcto funcionamiento del ciclo 

cardíaco (Rogers K, 2011) ya que generan disfunción sistólica o diastólica, donde las 

principales anomalías se encuentran en el propio miocardio (Dzau y Choong-Chin Liew, 

2007). 

II.3. Tipos de miocardiopatías.   

  Entre las miocardiopatías más comunes se encuentran la miocardiopatía dilatada 

(MD), la miocardiomiopatía arritmogénica del ventrículo derecho (MAVD) y la 

miocardiopatía hipertrófica familiar (MHF). 

II.3.1. Miocardiopatía dilatada  (MD). 

 Es una enfermedad cardíaca primaria, sin causa específica conocida, aunque se ha 

asociado con factores genéticos de carácter familiar como miocarditis viral ó  anomalías del 

sistema inmunitario, entre otras, en cuanto a los factores genéticos se han descrito genes 

involucrados en la patología con carácter dominante y recesivo e incluso ligado al 

cromosoma X. Clínicamente se observa  una predominante dilatación ventricular izquierda 

o incluso de ambos ventrículos con discapacidad contráctil del miocardio. 

Histológicamente se observan cicatrices en la válvula mitral y tricúspide. Las características 

fisiopatológicas de MD incluyen un aumento en el volumen ventricular con adelgazamiento 

de la pared ventricular teniendo de moderada a severa reducción de la función contráctil. 
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Los principales síntomas clínicos incluyen fatiga, intolerancia a la actividad física y angina 

(Keller, 2002;  Dzau y Choong-Chin Liew, 2007; Peter y Matthew, 2009; McBride y Garg, 

2010). Posee una prevalencia en la población de 300-400 pacientes por cada millón de 

personas, sin embargo otros autores indican que dependiendo del método de diagnóstico los 

casos varían entre 5 y 8 casos por cada 100000 personas. La complicación diagnóstica se 

debe a factores como: mutaciones de novo, evaluación incompleta de las genealogías, 

fenotipos que dependen de la edad, y penetrancia incompleta, siendo responsable de hasta 

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

       II.3.2. Miocardiopatía arritmogénica del ventrículo derecho (MAVD). 

Las manifestaciones clínicas de MAVD a menudo comprenden arritmias que causa 

muerte súbita principalmente en adolecentes y atletas. Es de carácter autosómico dominante 

con variante autosómico recesiva, involucrando hasta 7 genes, cinco de las cuales son 

proteínas de desmosomas.  Su etiología es desconocida, la prevalencia en la población varia 

de 1/5000 a 1/10000 personas, afectando más hombres que a mujeres en una relación 3:1, 

siendo responsable de hasta un 20% de casos de muerte súbita, de éste total un 15-50% 

corresponde a casos familiares. La presentación clínica consiste en arritmias de ventrículo 

derecho con patrones de bloqueo de la parte izquierda del corazón. Patofisiológicamente se 

caracteriza por una progresiva degeneración presentándose un reemplazo de fibras 

musculares por ácidos grasos en las paredes del ventrículo derecho quedando aplanado y 

provocando un adelgazamiento lo que produce inestabilidad eléctrica provocando 

taquicardia ventricular (VT) o fibrilación ventricular (FV) (Dzau y Choong-Chin Liew, 

2007; Judge y Johnson, 2008; Peter y Matthew, 2009). 
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   II.3.3. Miocardiopatía hipertrófica familiar (MHF). 

La Miocardiopatía  Hipertrófica Familiar (MHF) es una enfermedad autosómica 

dominante, con una fisiopatología única y una gran diversidad de características 

morfológicas, funcionales y clínicas (Ramírez y Padrón, 2004). Es una enfermedad cardíaca 

primaria, en la que la característica diagnóstica principal es la hipertrofia del ventrículo 

izquierdo (HVI) sin dilatación ventricular (figura 4), en ausencia de cualquier otra 

enfermedad del corazón o sistémica, como desorden de miocitos y fibrosis cardiaca, que 

tienda a la hipertrofia del miocardio, siendo la principal consecuencia la muerte súbita 

(Elliott y McKenna, 2004; Ramírez y Padrón, 2004; Alcalai y col, 2007).   

La prevalencia en la población general es de aproximadamente 0,2% (1 en 500), cuya 

mortalidad anual para pacientes es de 3-4%, y alrededor de 6% en niños. 

Aproximadamente, 60% de los casos indican un historial genético positivo, (Mörner 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 

aún una etiología definida (Ramírez y Padrón, 2004).  

La MHF se ha asociado a mutaciones en proteínas del sarcómero cardiaco, mutaciones 

en proteínas del sistema de regulación del ión calcio en el sarcoplasma y mutaciones de  

proteínas implicadas en el metabolismo mitocondrial y del procesamiento de glucógeno 

(Peter y Matthew, 2009). Otras mutaciones se han asociado a genes que se denominan 

modificadores, involucrados en el arreglo del sarcómero como, por ejemplo, el gen de la 

enzima convertidora de angiotensina que es el principal componente del sistema renina-

angiotensina (Rodríguez y col 2009). 
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Su principal característica morfológica es la hipertrofia típicamente asimétrica 

mostrándose difusa o localizada en el ventrículo izquierdo o el tabique ventricular. Aunque 

la MHF se puede manifestar sin mostrar estas características morfológicas, se puede 

observar un fenotipo donde se manifiesta un desarreglo de miocardiocitos y miofibrillas 

provocando desorientación entre células adyacentes (Tanigawa y col 1990, Peter y 

Matthew, 2009; Rodríguez y col 2009).  Uno de los principales problemas al estudiar esta 

patología es que existe una marcada variación fenotípica, que viene definida por  la 

magnitud y extensión 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 reducción de la distensibilidad ventricular lo que puede conducir a una 

relajación prolongada llevando al menoscabo del llenado y salida diastólica. El 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 

(Mörner y col 2003; Peter y Matthew, 2009). También puede ocurrir reducción de los vasos 

coronarios producto de una hipertrofia general del ventrículo (Elliott y McKenna, 2004). 

 
Figura 4. Organización de los miocitos. En un corazón normal (A) y en un corazón con MHF (B) (Tomado de 

Seidman y Seidman, 2001). 
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    II.3.3.1.  Sintomatología de la MHF. 

 

Los síntomas típicos más comunes de MHF incluyen: Dolor de pecho, disnea, 

palpitaciones, y con menos frecuencia, síncope, siendo las arritmias cardíacas las que 

predominan en este tipo de paciente, en especial la fibrilación 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 síntomas son más pronunciados en hombre que 

en mujeres, aunque no se conoce todavía los mecanismos que expliquen esta tendencia 

(Luczak y Leinwand, 2009). La MHF posee gran variabilidad clínica que va desde personas 

totalmente asintomáticas, hasta aquellas con síntomas de falla cardiaca y eventualmente 

muerte súbita, siendo los casos asintomáticos, los de mayor incidencia. La MHF se ha 

descrito entre adultos jóvenes en edades menores a los 35 años y es una causa importante 

de morbilidad y mortalidad entre los ancianos  (Ramírez y Padrón, 2004; Tardiff J, 2005; 

Alcalai y col, 2007; Castro y col, 2009; Rodríguez y col 2009). El porcentaje de pacientes 

con síntomas severos aumenta con la edad y cuando la enfermedad se presenta en niños y 

adolescentes, las fallas de corazón son más severas resultando en pronósticos más 

desfavorables de sobrevivencia (Castro y col, 2009). 
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Tabla 2. Características de las principales sintomatología clínica y morfológica de 

la tres principales miocardiopatías. 

 
Tomado de Randall y col, 2002. 

  

II.4. Diagnóstico clínico de la MHF. 

Un diagnóstico primario de miocardiopatía lo constituye el diagnóstico físico clínico y 

los antecedentes familiares, pero estos criterios sólo pueden ser considerados entre las 

personas que presenten la sintomatología, además estos criterios suelen ser pocos certeros 

para discriminar entre los diferentes tipos de miocardiopatías, ya que estas presentan 

manifestaciones fisiopatológicas similares (tabla 2)  (Piva e Mattos y Col, 2008). 
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  El principal criterio fenotípico para el diagnóstico clínico de MHF es la observación 

de una hipertrofia predominante del tabique interventricular izquierdo la cual se detecta por 

una  evaluación ecocardiográfica, donde se han registrado valores de engrosamiento de la 

pared, de hasta 20 mm o más, e incluso menores, (entre 13 y 15 mm, siendo el 

engrosamiento normal para una persona adulta 12 mm de espesor (Louie y col 1986; 

Ramírez y Padrón, 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 correlación con el grado de hipertrofia, la correlación que existe es 

baja (Ramírez y Padrón, 2004). Por tanto, en algunos estudios consideran el uso simultáneo 

del electrocardiograma como técnica complementaria para el diagnóstico de MHF  (Castro 

y col, 2009). 

El diagnóstico de las formas genéticas se puede ver afectado por al menos tres factores 

que son: 1) La evaluación de familias pequeñas con un reducido número de afectados, 2) La 

adopción de criterios ecocardiográficos muy rígidos y 3) La presencia de mutaciones con 

penetrancia incompleta. Se discute que este último factor, es el causante de la gran 

variabilidad estadística en referencia al porcentaje de detección de la MHF (Ramírez y 

Padrón, 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 ventrículo 

izquierdo, especialmente cuando se estudian casos de niños y adolescentes, por lo cual se 

recomienda efectuar un electrocardiograma como  técnica más 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 electrocardiográficas, lo que 

trae como resultado que el fenotipo esté representado por un espectro contínuo, que va 

desde macroscópicamente normal hasta las formas severas que muestran una masiva 

hipertrofia del miocardio (Ramírez y Padrón, 2004; Borchert y col, 2010). 

 II.5. Tratamiento para MHF. 

 Durante los últimos 20 años se ha estudiado la miocardiopatía hipertrófica desde el 

punto de vista clínico, fisiopatológico y genético, con el propósito de determinar las causas 

y el desarrollo de la enfermedad así 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  (Hagège y Desnos, 2009; Wheeler y Pavlovic, 2009). 

 Entre los tratamientos más comunes se encuentran tanto los procedimientos 

invasivos como los que no requieren intervención quirúrgica. Entre los primeros destacan: 

Terapias Eléctricas como por ejemplo: Instalación de un marcapaso bicameral, por su 

nombre en ingles Dual Chamber Pacing (DDD) e implantes de desfibriladores cardiacos 

(IDCs). La implementación de estos sistemas es efectiva para evitar muerte súbita así como 

reanimación y control de la contracción muscular del corazón, sin embargo, la intervención 

puede resultar complicada por riesgos de infección que implica, además de penetrar áreas 

con grandes vasos sanguíneos, considerando además la remoción y remplazo cada 5 o 7 

años  (Sherrid M, 2006). Por otra parte, la Ablación Septal por Alcohol, por su siglas en 

ingles (ASA), se ha convertido en los últimos años en una importante opción terapéutica 

para pacientes con síntomas más severos de la enfermedad  (Hagège y Desnos, 2009). Y no 



33 
 

es un procedimiento tan invasivo como los anteriormente mencionados. Este último 

tratamiento consiste en la perforación con una aguja, mediante la oclusión 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 reducción de la 

hipertrofia en el 90% de los pacientes tratados. Sin embargo estas intervenciones resultan 

insuficientes, debido a los múltiples factores etiológicos 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 

bloqueadores tipos II de angiotensina en humanos, donde se ha observado una reducción de 

la masa ventricular (Yamazaki y col, 2007). Como se mencionó anteriormente este sistema 

participa en el transporte y arreglo estructural de las proteínas del sarcómero. Otras drogas 

usada en el tratamiento farmacológico actual de pacientes con MHF incluyen el uso de β-

bloqueadores (sin actividad simpática intrínseca), bloqueadores de los canales de calcio (sin 

actividad vasodilatadora) como disopiramida y diltiazan. Los β-bloqueadores son el pilar de 

la terapia y la primera opción en todos los pacientes, a menos que exista una 

contraindicación, sus efectos beneficiosos se deben en parte a que previenen el aumento de 

los niveles de catecolaminas, las cuales aumentan la frecuencia cardíaca, la contractilidad 

ventricular y la rigidez. Los efectos colectivos de los β-bloqueadores conducen a la 

relajación ventricular, mejorando y aumentando el tiempo de llenado diastólico y, por lo 

tanto, a la mejora de la presión diastólica. Además, el tratamiento con β-bloqueadores 

reducen las arritmias ventriculares y supraventriculares. Sin embargo, aún no se han 

establecido los efectos del tratamiento con bloqueadores beta en la muerte del tejido 

cardiovascular y el riesgo de muerte súbita 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 inotrópico (reducción de la fuerza de contracción) y cronotrópico 

(reducción de la frecuencia de contracción) (Marian A,  2009).  

 II.6. Causas de MHF: mutaciones en genes que codifican para las proteínas del 

sarcómero. 

Se ha relacionado la MHF con mutaciones en más de 12 genes (Castro y col, 2009). 

Siendo los genes del sarcómero los mayormente afectados (Ahmad y col, 2005) con un 

reporte más de 630 mutaciones diferentes (Xu y col, 2010), y la frecuencia en la incidencia 

de las mutaciones varía para cada gen de acuerdo a  las poblaciones estudiadas. Hasta ahora 

los genes MYH7 y MYBPC3 han sido los que poseen los más 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 proteínas del sarcómero (Alcalai y col, 2007). Algunos de éstos genes 

son: KCNQ4 que codifica para un canal de potasio dependiente de voltaje (Ramírez y 

Padrón, 2004).  PRKAG2 que codifica una proteína quinasa activada por una subunidad de 

AMP (adenosin monofosfato), gen GLA que codifica para la α-galactosidasa y LAMP2 gen 

que codifica para la proteína 2 de unión de membrana de lisosoma (Hershberger y col, 

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

Locus Símbolo Gen Número de 

mutaciones 

Porcentaje de 

acuerdo al Nº 

de mutaciones 

1q32 TNNT2 troponina cardiaca T2 39 7,10% 

2q31 TTN Titina <5 1% 

3p21 MYL3 cadena ligera esencial de la 

miosina 

7 1,30% 

3p21-

p14 

TNNNC1 troponina C cardiaca 7 1,30% 

11p11.2 MYBPC3 proteína C de unión a miosina 187 33,90% 

12q23-

q24 

MYL2 cadena ligera reguladora de la 

miosina 

7 1,30% 

14q12 MYH7 cadena pesada β-miosina 

cardiaca 

233 42,30% 

14q12 MYH6 cadena pesada α-miosina 

cardiaca 

<5 1% 

15q14 ACTC actina cardiaca 7 1,30% 

15q22 TPM1 α-Tropomiosina 15 2,70% 

19p13.2 TNNI3 troponina I cardiaca 37 6,70% 

Tomado y modificado de Xu y Col, 2010. 

II.7. Correlación genotipo-fenotipo y diversidad fenotípica de la MHF. 

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

genes que codifican para las proteínas del sarcómero, además de una diversidad 

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

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

tanto en su manifestación clínica, además 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 información se ha creado una clasificación de mutaciones según su efecto 

fenotípico 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, síntomas leves y no asociadas a 
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muerte súbita cardiaca o a otros eventos cardiacos severos como transplante de corazón, 

miectomia y fallas graves del corazón, este tipo de mutaciones se encuentran 

principalmente en las proteínas -actina cardiaca, CLR (cadena ligera reguladora),  

cMyBPC y con más baja incidencia en -Tm, por otro lado las mutaciones moderadas-

malignas, están asociadas a pacientes con o sin historial positivo, pero la sintomatología 

aparece a edades más temprana, porque se registra una alta penetrancia que involucran o no 

la muerte súbita, con síntomas que van de moderados a severos, donde mucho de los 

pacientes muestran fibrilación atrial, lo que conlleva en algunos casos a requerir implantes 

de desbriladores o miectomia. Los genes más afectados son CTNT, MYH7 y MYBPC3 (Xu 

y col, 2010).  Sin embargo, la etiología de la enfermedad aún no está totalmente definida y 

por lo tanto el  mecanismo por el cual las mutaciones afectan la estructura y 

funcionamiento del corazón, no se ha explicado con exactitud, de hecho, estudios 

realizados en familias con MHF indican variabilidad clínica en la expresión de la 

enfermedad en individuos con mutaciones idénticas (Arad y col, 2002). La diversidad 

genética puede verse influenciada además por diversos genes que están involucrados en el 

crecimiento y remodelaje del músculo cardiaco, (sistema renina-angiontensina-

aldosterona), factor de transformación de crecimiento (TGFβ1), 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 último caso 

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

en muerte súbita (Alcalai y col, 2007). 

II.8. Importancia del gen MYH7. 

El gen MYH7 codifica para la proteína β-miosina cardiaca (β-MyHC), y es la 

principal  isoforma del ventrículo humano. La cadena pesada de la miosina es por su masa, 

el principal componente del filamento grueso del sarcómero y proporciona la función 

motora de la contracción del músculo cardíaco. Se ha observado que la mayoría de los 

pacientes con MHF presentan mutaciones en este gen. El gen MYH7 está ubicado en el 

cromosoma 14q11.2q13, compuesto por 40 exones y codifica un ARNm  de 6  Kb y una 

proteína de 220 kDa, con 1935 aminoácidos (ver figura 5). Donde la mayoría de las 

mutaciones encontradas en este gen se localizan en los primeros 23 exones (Nanni y Col, 

2003; Ramírez y Padrón, 2004; Castro y col, 2009).  

 
Figura 5. Gen MYH7 y cadena pesada β de la miosina. (A). Representación esquemática de la proteína β-

MyHC codificada por el gen myh7, con sus dominios y masa molecular (B). Organización intrón-exón del gen 

myh7, debajo se muestra los sitos de importancia metabólica y los sitios de unión con la actina en la 

contracción muscular (Modificado de Anja y col, 1990). 
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Esta región 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 proteína pero sin asociación con hipertrofia 

(Ramírez y Padrón, 2004). 

 
Figura 6. Distribución de algunas  mutaciones encontradas en la proteína de β miosina cardiaca asociadas a 
MHF. Según el  reporte realizado por Nanni y col, 2003. 

 

 

II.9. Importancia de la proteína cadena pesada β-miosina cardiaca en la 

contracción del musculo cardiaco. 

El sarcómero es la unidad contráctil elemental que constituye el músculo, y se 

encuentra integrado por al menos 28 proteínas diferentes (Ramírez y Padrón, 2004). En la 

figura 1 se muestran las principales proteínas del sarcómero (Arad y col, 2002; Ramírez y 

Padrón, 2004). 
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Figura 7. Proteínas del sarcómero. Se muestran los filamentos delgados y gruesos representados por la actina 

y la miosina respectivamente, también se muestran algunas proteínas reguladoras. En la figura se representa 

las  proteínas α-Tropomiosina (α-tropomyosin), Troponina T (Troponin T), Troponina I (troponin I), proteína 

C de unión a miosina (Myosin binding protein C). Actina (actin), cadena ligera de la miosina (myosin light 

chain) y la cadena pesada β.miosina cardiaca (β-myosin heavy chain). Modificado de  Arad y col, 2002.  

 
 Cada proteína se ha denominado según su funcionamiento, dentro del 

sarcómero. Así, se agrupan como proteínas contráctiles, la miosina y la actina, las cuales 

forman filamentos poliméricos que se ensamblan entre sí para generar fuerza y 

acortamiento del sarcómero, también están la proteínas reguladoras, como la troponina y la 

tropomiosina, encargadas de controlar la contracción del sarcómero en respuesta a la 

concentración de Ca
2+ ,

y por último, las proteínas estructurales que estabilizan y mantienen 

la estructura del sarcómero, entre ellas la proteína enlazadora de miosina, la titina y la 

nebulina (Ramírez y Padrón, 2004).  

En cuanto al papel de la miosina, es una proteína hexamérica formada por dos 

cadenas pesadas y dos cadenas ligeras no idénticas, las cadenas pesadas están formadas por 

dos dominios separados: Una cabeza globular unida a una cola α-hélice por una región de 

bisagra. Las cabezas, localizadas en el extremo amino-terminal de la proteína, contienen la 

región catalítica de la ATPasa, y un lugar de unión para la actina. Además, las cadenas 

ligeras están unidas a cada cabeza por la región de unión cabeza-cola, también llamada 

“cuello” o “sub-fragmento-1” (S1) (Figura 8) (Ramírez y Padrón, 2004) 
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Figura 8. Esquema estructural de la cadena pesada de la miosina. Se muestra la región S1 o cabeza globular 

unida a la región 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 contracción muscular, la teoría de los filamentos deslizantes es la 

más aceptada, esta teoría establece que durante la contracción muscular los sarcómeros 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). El proceso tira a los 

filamentos de actina hacia el centro del sarcómero, y como los filamentos delgados están 

anclados en los discos Z, los sarcómero se acortan, cuando el musculo se relaja o es 

estirado, se reduce el solapamiento entre los filamentos gruesos y delgados y el sarcómero 

se alarga (Gourinath, 2003). 

 Desde el punto de vista bioquímico, ocurre una serie de reacciones, tomando como 

punto de partida la formación de complejo actina-miosina (AM), que en presencia de ATP, 

causa una rápida disociación del complejo formando actina y miosina unida a ATP, cuando 

el ATP se une a la miosina se hidroliza rápidamente formando ADP y Pi (fosfato), los 

cuales se separan de la miosina muy lentamente (Yengo y Sweeney, 2004).  Por tanto, la 

tasa de hidrólisis de ATP por la miosina es muy lenta y el paso limitante de la velocidad de 

contracción es la liberación de ADP y Pi por la miosina (Yengo y Sweeney, 2004). Sin 

embargo, cuando la actina se une a la miosina, la liberación de ADP y Pi se acelera 
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enormente, debido a que se produce un cambio alostérico en la conformación de la miosina. 

Este efecto inducido por la actina incrementa enormemente la velocidad a la que la miosina 

puede hidrolizar ATP: 

 
Fígura 9. Reacciones bioquímicas durante la contracción muscular. M (miosina), A (Actina). Modificado de  

Randall y col, 2002; Coureux y col, 2004. 

 

Debido a que la unión de la actina al complejo miosina-ADP-Pi libera energía, la 

formación de actomiosina (AM) está favorecida cinéticamente. La combinación de estas 

reacciones produce un ciclo de unión y separación (Figura 10). El efecto neto de una vuelta 

de este ciclo, es la hidrólisis de una molécula de ATP en ADP + Pi liberando energía 

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

 
Figura 10. Ciclo bioquímico de contracción muscular. Modificado del Randall y col,  2002.  
 

Durante la contracción muscular la unión de ATP a la actomiosina, divide la 

molécula en actina y miosina. La miosina actúa luego como una ATPasa, hidrolizando 

ATP, pero la liberación 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 liberación (f igura 10) (Van Dijk y col, 1998). 

Desde el punto de vista estructural, la hipótesis más aceptada es la rotación de miosina 

respecto al filamento de actina, y así el brazo resulta estirado elásticamente, almacenando 

energía mecánica en el cuello de la molécula de miosina (Jon Kull y Endow, 2004). De 

acuerdo a esta hipótesis, la rotación se produce en puntos específicos de unión de la cabeza 

de miosina interaccionando secuencialmente con puntos de unión sobre el filamento de 

actina. Algunos de estos puntos de unión están ubicados en la cabeza globular de la 

miosina, en los dominios denominados Lazo-C (loopC) y Lazo miocardiopático (loop 

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

.  
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 cardiomiopático. Se muestra 
el lugar de la región catalítica en dirección N-terminar (Ajtai y col, 2003). 

  

 

Esta interacción secuencial produce un giro, o una rotación, de la cabeza de miosina, 

causando un tirón sobre el brazo del puente cruzado que conecta la cabeza de miosina con 

el filamento grueso. La tensión en el brazo se trasmite al filamento de miosina, cuando se 

ha completado la rotación de la cabeza de miosina, ésta se disocia del filamento de actina y 
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gira hacia atrás a su posición relajada. La separación de la cabeza de miosina depende del 

enlace de Mg
+2 

–ATP al lugar con actividad ATPasa de la región de la cabeza (Lorenz y 

Holmes, 2010) 

La interacción actina-miosina en la contracción muscular comprende los 

aminoácidos 204-216 ubicados lazo 1, 400–418 del el lazo cardiaco y  627-646  para el lazo 

miocardiopático de la miosina. En la figura 12 se muestran los lazos involucrados en la 

contracción muscular, y el sitio activo donde se produce la hidrólisis 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 unión actina-miosina, así como en la velocidad de 

desplazamiento y sobre la actividad ATPasa de la proteína, pudiendo llevar a MHF  (Xu y 

col, 2010). 

 
Figura 12. Modelo proteico estructural de la región S1 (cabeza globular) y parte de la región S2 (cuello o 

palanca) de la proteína β-MyHC. Se muestra el sitio catalítico o el lazo 1 que se moviliza para la entrada de 

ATP y Mg
+2

. Modificado de Ajtai y Col, 2003. 
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III. JUSTIFICACIÓN. 

Según la organización mundial de la salud para el año 2010, la mortalidad por 

miocardiopatías alcanzó el 80%. 

Siendo el tipo MHF contribuyente principal de esta cifra, esta es una enfermedad 

autosómica dominante y hereditaria (Ramírez y Padrón, 2004) cuya consecuencia más 

grave es la muerte súbita (Rodríguez y col, 2009). Esta patolología tiene como causa 

principal mutaciones en genes que codifican para proteínas del sarcómero siendo el gen 

myh7, donde se ha reportado el mayor número de casos Como se describió en el segmento 

anterior este gen codifica para la proteína β-MyHC la cual tiene un importante papel en la 

contracción muscular ya que cumple una función motora dentro del sarcómero siendo la 

principal proteína constituyente. Entre un 30-50% de los casos de MHF están vinculados al 

gen MYH7, (Ramírez y Padrón, 2004; Rodríguez R, 2010) registrando más de 230 

mutaciones diferentes en comparación con las 185 mutaciones diferentes del gen mybpc3 

que es el segundo más 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 (región S1) y parte del cuello (región S2) codificada por los exones 3 al 26 

de la miosina muestra una gran penetrancia donde la mayoría de los individuos desarrollan 

una importante hipertrofia y las más alta tasas de muerte súbita (Richard y col, 2003; 

Dandona y Roberts, 2008).  Además la tendencia indica que el número de mutaciones 

asociadas con la MHF sigue en aumento (Maron y Salberg, 2006). En Venezuela hasta 

ahora no existen reportes epidemiológicos que describan el espectro de mutaciones 

asociadas a la MHF, y dadas las características estructurales y funcionales que presenta este 

http://mayoclinproc.highwire.org/search?author1=Robert+Roberts&sortspec=date&submit=Submit
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gen, así como tampoco su asociación con la patología, resulta muy interesante y pertinente 

además de importante realizar estudios epidemiológicos en pacientes con sospechas de 

MHF en la población venezolana, que detecten las mutaciones y que además se pueda 

establecer una asociación fenotipo-genotipo, lo que finalmente contribuirá para discutir 

sobre el tipo de tratamiento a aplicar por los médicos y especialistas, además nos pudiera 

permitir estratificar los riesgos de los pacientes y sus familiares. Así mismo este conjunto 

de conocimientos asociados a la búsqueda e identificación de mutaciones nos aportará 

información que contribuyan a conocer los mecanismos por los cuales estas modificaciones 

causan la enfermedad cardíaca. 

Para la búsqueda de mutaciones existen varias técnicas moleculares, en este trabajo 

se utilizara el SSCP por sus siglas en ingles (Polimorfismo de conformación de cadena 

simple) que tiene como principales características que es una técnica de fácil manipulación 

y aplicación, bajo costo, rápida 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 secuenciación automatizada para  obtener la 

identificación de las posibles mutaciones, que serán visualizadas y analizadas 

principalmente con el programa MAC vector versión 11.1.2.  El estudio contempla el uso 

de recursos bioinformaticos de servidores públicos 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  análisis de la proteína cadena pesada beta miosina, involucra la realización de 

modelos in sílico de la proteína β-MyHC (Coureux y Col, 2003) con la intención de 

estratificar riesgos de acuerdo a las mutaciones encontradas, y así poder determinar un 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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efecto sobre  la estructura de la misma y las posibles modificaciones en la interacción con 

otras proteínas del sarcómero, ofreciendo información al personal médico tratante de los 

pacientes sobre los riesgo asociados al cambio estructural y funcional (Lorenz y Holmes, 

2010). 
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  I.V. ANTECEDENTES. 

Aunque el aspecto clásico de la hipertrofia asimétrica del septo interventricular es una 

de las principales características fenotípicas de la MHF, no había sido descrita sino hasta 

1869 por Liouville y Hallopeau. La miocardiopatía hipertrófica surgió como una entidad 

clínicamente aceptada sólo en la década de 1950 con la descripción de la obstrucción 

funcional del ventrículo izquierdo por Sir Russell Brock, (Elliott y McKenna, 2004) y de la 

hipertrofia septal asimétrica por Teare Donald  (Teare D, 1958). Después de la publicación 

de estos artículos, hubo un período de intensa investigación clínica en la que se definieron 

las características morfológicas y hemodinámicas de la enfermedad. Muchos de los 

seudónimos utilizados para la enfermedad durante este período por ejemplo, estenosis 

subaórtica hipertrófica idiopática, ponen de relieve cómo el trastorno general se pensaba 

que era exclusivamente caracterizado por un cambio en el gradiente de la presión dinámica 

subaórtica (Elliott y McKenna, 2004). 

 Esta opinión fue reforzada con la implementación de nuevas técnicas diagnóstica  

como el electrocardiograma, que puede detectar hipertrofia septal y determinar obstrucción 

de la región subaórtica. Pero no fue sino hasta el desarrollo y aparición de la técnica de 

ecocardiograma bidimensional, que se obtuvieron mejores detalles macroscópicos para la 

detección de MHF. Esta técnica dejó al descubierto que los patrones de hipertrofia eran 

mucho más heterogéneos, y que la obstrucción del flujo en reposo estaba presente sólo en 

una minoría de los pacientes. En la década de los años 80, los trabajos sobre la 

fisiopatología clínica de la enfermedad avanzan, y aumentan también la aparición de más 

casos familiares, lo cual motivó esfuerzos para identificar el defecto genético subyacente 

(Maron y col, 1981). En 1989 Jarcho y col, empleando análisis de ligamiento, localizaron el 
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primer locus relacionado con la enfermedad, ubicado en el cromosoma 14 banda q1 y 

posteriormente fue descrito como CMH1. Un año después se identificó la primera mutación 

asociada a la MHF  identificada en el gen que codifica la cadena pesada de miosina, cuyo 

cambio consistió en la sustitución del aminoácido alanina por serina en el exón 27 

(Geisterfer-Lowrance y Col, 1990). Desde ahí, 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 aplicó PCR, análisis 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, además realizaron un 

análisis histológico 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 

fenotípicos en la contracción 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 algún 

aspecto de la contracción a través de mecanismos como una disminución en la unión de la 

miosina a la actina o una disminución en la generación de actividad ATPasa a estos. Tanto 

los ensayos in vitro como in vivo demostraron que la proteína mutante se incorpora en la 

miofibrillas del sarcómero, 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 liberación de factores de crecimiento. En 

general la metodología en este tipo de trabajos (Sata y col, 1996 y Cuda y col, 1997), se 

basó en clonar el gen de la proteína cadena pesada de β-miosina que luego de expresarla se 
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utilizaba para realizar los ensayos in vitro. En uno de estos ensayos se realizó la 

comparación de la actividad ATPasa y midiendo la velocidad máxima ATPasa de la 

miosina silvestre con respecto a las misionas mutadas, en cual se media el nivel basal de 

hidrólisis de ATP y su velocidad catalítica colocando EDTA y posteriormente se media el 

nivel máximo de ambas variables colocando Ca
+2

. En todos los casos la actividad ATPasa y 

velocidad máxima (Vmax) de las proteínas mutadas estuvo por debajo de la actividad 

ATPasa (480 nmol Pi/mg por min) y Vmax (3,31) de la proteína silvestre. Otro ensayo 

realizado en el mismo trabajo evaluó la velocidad de deslizamiento sobre el filamento 

grueso de actina, de la proteína silvestre con proteínas que presentaban las siguientes 

mutaciones Arg249Gln, Arg403Gln, Arg453Cis y Val606Met, las cuales disminuían 

significativamente la velocidad de deslizamiento sobre la actina, en especial la mutación 

Arg403Gln y Arg453Cis cuya velocidad estaba por debajo de los 0,5 μm/s, siendo la 

velocidad de la proteína silvestre mayor a 1,5 μm/s. La tendencia de este trabajo concuerda 

con los valores obtenidos en el trabajo de Cuda y col, 1997, donde de igual forma la 

proteína mutada Arg403Gln  obtuvo valores por debajo de 0,127 μm/s. Pero antes de estos 

trabajo en 1995, Rayment y col, desarrollaron el primer modelo proteico estructural de la 

beta miosina cardíaca con el propósito de estratificar los riesgos relacionados con 

mutaciones en dicha proteína. La estructura generada se definió usando el molde o plantilla 

de la proteína cristalizada beta miosina de pollo con un alineamiento de 79% de similaridad 

con la proteína beta miosina cardiaca de humano. En este trabajo se determinó que la 

mayoría de las mutaciones reportadas estaban localizadas en la región S1 de la proteína y 

que otras se ubicaron en la región proximal S2, es decir cerca del brazo de palanca, aunque 

ninguna de las mutaciones afectaba considerablemente el plegamiento de la proteína, se 

sugirió  podrían afectar la traducción de energía y la capacidad de movimiento por la 
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modificación de las interacciones entre átomos de la molécula. Más adelante hacia finales 

de los años 90 se desarrollaron trabajos que demostraron el carácter hipertrófico de diversas 

mutaciones en el gen MYH7, como por ejemplo el trabajo realizado por Ritter y col, 1999 

donde se midió el nivel de ARNm de pacientes con MHF, los cuales presentaron niveles 

más elevados de ARNm de la β-miosina cardiaca que los valores obtenidos de las personas 

controles, estos resultados se verificaron además con ensayos de western blot 

(inmunoensayos con proteínas), donde se observó igualmente una sobreexpresión en los 

pacientes de la β-miosina cardiaca mutada. Al comienzo del  año 2000 surge entonces la 

necesidad de adquirir más datos con respecto a la etiología 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 determinó 

incremento ventricular, desarreglo miofibrilar y alteraciones en la presión sistólica lo cual 

aumentaba considerablemente el riesgo de muerte súbita de los ratones.  De esta manera los 

estudios de MHF ya involucraban el análisis in vitro e in vivo de las variables bioquímicas 

y biofísicas sobre los efectos de la mutaciones en las proteínas, el desarrollo de modelos in 

silico y por último la generación de modelos animales transgénico para abarcar no solo 

estos aspectos específicos sobre las proteínas del miocardio sino también sobre los aspectos 

clínicos subyacentes de la patología.  

Desde entonces se han reportado, muchas mutaciones en ésta y en otras proteínas del 

sarcómero, lo que condujo a la noción moderna de que la enfermedad es un trastorno del 

aparato contráctil del miocardio (Nishi y col, 1995, Richard y col, 2000; Mörner 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 contemporáneo, pero la caracterización genética, 
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quizás más que nunca, ha puesto de manifiesto la diversidad de la expresión clínica y está 

empezando a demostrar que los defectos genéticos pueden desencadenar en miocardiopatía 

dilatada y en miocardiopatía restrictiva en ausencia de hipertrofia (Kamisago y col, 2000; 

Mogensen y col, 2003). 

Por eso durante los últimos años y en varios países como Japón (Kawaguchi, 2003), 

Francia (Millat y col; 2010), Brasil (Piva e Mattos y col, 2008) Dinamarca (Andersen y col, 

2008) India (Tanjore  y col, 2010) Alemania (Seggewiss y col, 2009) Italia (Nanni y col, 

2003), Suecia (Mörner y col, 2003) China (Song y col, 2004), Holanda (Posma y col, 

1996), Pakistán (Hussain y col, 2009), España (Borchert y col, 2010), Sudáfrica (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 diagnóstico de la enfermedad, mediante la búsqueda 

de mutaciones asociadas a MHF. Estos resultados han permitido determinar los principios 

etiológicos de la enfermedad, encontrando en todo los casos que la principal causa de MHF 

está relacionada con mutaciones en genes que codifican proteínas del sarcómero. 

Los aportes teóricos y experimentales de estas investigaciones propiciaron la 

realización de trabajos con herramientas de biología molecular para la búsqueda e 

identificación de mutaciones que puedan estar asociadas a la MHF. Estos estudios 

contribuyeron al descarte de otras patologías cardiovasculares con sintomatología similar, 

además de establecer las bases genéticas como el carácter homócigo o heterócigo y el nivel 

de expresividad genética, que permitieron la estratificación 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 búsqueda se ha realizado de manera parcial en el gen myh7, se ha 

hecho sobre los exones con mayor número de reportes de mutaciones o cuyos exones 

codifiquen a regiones que participen directamente en el correcto funcionamiento de la 

proteína β-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 exámenes físicos, electrocardiograma y 

ecocardiograma. El análisis se llevó a cabo mediante PCR-DCP por sus siglas en inglés 

(Análisis de polimorfismo por conformación de ADN), encontrando dos variaciones en la 

secuencia de los exones 3 y 22 para un mismo paciente, el cambio en el exón 3 fue sin 

efecto en la proteína, siendo el primer reporte de esta clase. Sin embargo para el exón 22 se 

encontró una mutación de arginina por histidina de carácter heterocigoto. Para identificar  

los cambios se realizaron secuenciación directa y para verificar la información utilizaron 

sondas alelo especificas. Los resultados obtenidos permitieron definir que el efecto 

fenotípico de la mutación estaba relacionado con la MHF, mientras que se sugirió que el 

cambio sin efecto ensamblaba la proteína silvestre no afectando la salud del paciente.  

A pesar de que el diagnóstico molecular no resulta 100% efectivo en el diagnóstico 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 búsqueda 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 bioinformática, 

la alta sensibilidad de mutaciones para la β-miosina, especialmente en la región S1 o cabeza 
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globular. Algunos de los estudios más actualizados han empleado como técnica base para el 

diagnóstico de MHF el SSCP (análisis de polimorfismos de conformación de cadena 

sencilla). En el trabajo de Tanjore y col, 2010 analizaron 95 pacientes con sospecha de 

MHF y 100 controles, la extracción de ADN genómico se llevó a cabo por el método 

desarrollado por Lahiri y Nurberger, 1991, para una posterior amplificación por PCR de los 

exones 3 al 26 del gen MYH7. Tanto el diseño 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 análisis directo de las 

secuencias nucleotidicas. Es importante destacar que los 4 cambios estaban reportados 

como SNPs y que uno de los cambios ocurrió en la región intrónica adyacente al exón 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 diseño y secuencia de los cebadores de la base de datos de 

cardiogenomics, sin embargo este trabajo evaluó 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 relación genotipo-

fenotipo asociando los efectos clínicos 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 intrón 19, ambas sustituciones A>G. El primero fue identificado en la posición 

c.13615-64 y se presentó con una frecuencia de 25% en los pacientes y 19,5% en los 

controles. El segundo polimorfismo se identificó en la posición c.13615-64 y se presentó 

con una frecuencia de 100% en los controles y los pacientes evaluados. En el intrón 22, una 
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variación de la secuencia fue identificada, con una sustitución de T> C en la posición 

c.14663 32. También en el exón 22, se encontró la sustitución A> C en la posición c.14537, 

que cambia el codón TCC a TCA,  ambos codones codifican el aminoácido serina. En el 

exón 23, dos polimorfismos se caracterizaron por una sustitución de T> C: el primero en la 

posición c.15355, que modifica el codón TCG a GCC, ambos codifican para el aminoácido 

alanina, este apareció con una frecuencia de 5% entre los pacientes y 1,56% en controles. 

El segundo polimorfismo, se encontró en la posición c.15431, cambia el codón CTG a TTG 

ambos codones codifican para el aminoácido leucina obteniendo una frecuencia de 2,5% en 

los pacientes y 0,78% en los controles. 

La mayoría de los estudios llevados a cabo en los últimos años, se sirven de la 

secuenciación directa para detectar mutaciones, por ser una técnica que permite obtener 

resultados en tiempos relativamente cortos analizando diferentes genes del sarcómero por 

completo e incluyendo más de 100 pacientes y controles en un mismo estudio. La técnica es 

altamente sensible pero resulta más 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 

modificación se realizó con la intención de obtener resultados en menor tiempo que el 

SSCP convencional, considerando además la prestación de ser una metodología 

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 ºC, en comparación con el SSCP que tiene sensibilidad de 97% 

para productos de PCRs entre 100 a 300 pb de bases además, la sensibilidad se ve 

comprometida si no se ajustan correctamente las condiciones de estandarización para cada 
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muestra, como la calidad del buffer, la composición del gel y las temperaturas que deben 

estar entre 14ºC y 45 ºC, además de ajustar las condiciones necesarias para obtener un 

optimo revelado del gel. Otros estudios han empleado diferentes técnicas como por ejemplo 

el trabajo de Mörner y col, 2003, en el cual aplicaron la cromatografía líquida 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 desnaturalización a 94ºC, minigeles de 

poliacrilamida al 10% y buffer TBE para la corrida electroforética. La aplicación 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 clínicas y las 

alteraciones en los parámetros electrocardiográficos y ecocardiográficos que presentaron 

los pacientes del estudio. 

 Además del SSCP, se ha implementado el uso de otras técnicas como la corrida de 

electroforesis en gel con gradiente de desnaturalización por sus siglas en inglés: DGGE 

(Zeller y col, 2006) y análisis de alta resolución por temperatura de hibridación mejor 

conocido por su siglas en ingles: HRM (Millat y col, 2010), estos estudios lograron detectar 

mutaciones asociadas con la patología cardiaca, lo que implica que el uso de herramientas 

de biología molecular han favorecido el diagnóstico efectivo de la enfermedad. Sin 

embargo es necesario complementar el análisis con la secuenciación automatizada para 

determinar la naturaleza del cambio en la secuencia nucleotidica y su posible implicación 

en la traducción proteica. 
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Debido a la dificultad de establecer una relación genotipo-fenotipo, (Alcalai y col, 

2007) se han realizado trabajos de modelaje molecular de proteínas mutadas, modelos de 

mutaciones en animales y ensayos de in vitro motility con la intención de estratificar el 

riesgo y contribuir con el tratamiento del paciente. Durante los últimos 15 años se han 

descrito más de 4800 artículos sobre modelos de mutaciones en animales (ver http: 

//circres.ahajournals.org/cgi/collection), estos trabajos han demostrado que los modelos de 

ratón con un solo mutante mostraran las características histopatológicas de la MHF, como 

la fibrosis intersticial y la desorganización de los miocitos, pero la característica fenotípica 

de la MHF (es decir, la hipertrofia cardiaca) suele ser leve o ausente, lo que podría 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 parámetros cinéticos como velocidad de contracción y actividad ATPasa, 

pudiendo determinar los efectos de la mutación sobre la actividad contráctil del músculo, 

sin embargo estos trabajos requieren del uso de biopsias a individuos afectados o realizar 

los ensayos sobre proteínas transgénicas. A pesar de las desventajas presentadas por estos 

dos tipos de ensayos, se ha logrado obtener una mejor correlación genotipo-fenotipo de 

acuerdo a la mutación evaluada. Sin embargo, la información resulta incompleta cuando se 

requiere evaluar los efectos estructurales que sufren las proteínas del sarcómero (Köhler y 

col 2002). Para ello, en los últimos años se han desarrollado modelos moleculares de las 

proteínas del sarcómero mutadas (Köhler y col 2002; Wang y col, 2003), que han permitido 

evaluar los efectos de las mutaciones en la estructura como por ejemplo, grado de 

interacción de la región afectada con otras proteínas del sarcómero, interrupción de la 

proteína, nivel de solapamiento e interrupción de la mutación con otros aminoácidos, lo que 

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

inotrópicos o cronotrópico de acuerdo al caso (Köhler y col 2002; Tyska y col 2002). 

En Venezuela, los trabajos realizados sobre MHF son escasos, enfocados en los 

aspectos clínicos fisiopatológicos (Bermúdez y col, 2000; Puigbó y col, 2001), obteniendo 

las mismas características sintomáticas y los mismos patrones de alteraciones 

electrocardiográficas y ecocardiográficas que estudios realizados en otros países. Sin 

embargo, no se tiene referencia sobre estudios de biología molecular para MHF en la 

población venezolana. 
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   V. OBJETIVOS. 

 

OBJETIVO GENERAL. 

 

• Analizar los exones 3 al exón 26 del gen MYH7 en  pacientes con Miocardiopatía 

Hipertrófica Familiar. 

  

 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 

1. Optimizar las condiciones de amplificación  por PCR, de  los exones  3 al 26 del 

gen MYH7. 

2. Identificar 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 proteína cadena pesada de β-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. METODOLOGÍA 

VI.1 Selección de pacientes. 

 La selección de pacientes fue llevada a cabo basándose en los datos clínicos 

aportados por los especialistas asociados al proyecto, tomando en cuenta un historial clínico 

familiar, hábitos psicobiológicos como tabaquismo y chimoico, además de descarte de 

enfermedad de Chagas, se les realizó además un examen físico que involucra la medición 

de la presión sanguínea, detección de dolencia esternoidea, frecuencia cardiaca y dificultad 

de respiración, análisis por electrocardiograma y ecocardiograma, así como también otras 

sintomatologías asociadas con la patología. La selección de controles se realizó con 

personas voluntarias que no tuvieran antecedentes familiares de enfermedades cardiacas ni 

manifestación clínica 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 1 y 2). El 

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

VI.2. Obtención de las muestras. 

 La sangre periférica de todos los individuos fue recolectada por medio de  la técnica 

de venopunción en el período comprendido entre Febrero 2010 y Octubre 2010. La sangre  

se trató con EDTA (anticoagulante) y se guardó a -20 °C para realizar posteriormente el 

aislamiento del ADN genómico. 

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 Carreño. Unidad de Cardiología. 
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Figura 13. Diagrama de plan de trabajo. 

VI.3. Aislamiento de ADN genómico. 

 Para aislar el ADN genómico de sangre  periférica se dividió  la muestra de 5 mL  

en dos alícuotas: una de 4mL para aislar el ADN por el método desarrollado por Lahiri y 

Nurberger 1991 y la otra alícuota de 1 mL para aislar el ADN genómico a través de estuche 

comercial. 

 La metodología 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 cónico que 

contenía 100µL de EDTA-Na4  al 15%, la sangre con el anticoagulante se colocó entonces 

en un tubo falcon de 15 mL para agregar igual volumen de amortiguador TKM1 (Tris-HCl 

pH 7,6 10mM; KCl 10mM; MgCl2 10mM y EDTA-Na2 2mM). La mezcla se agitó en 

vortex por 10 segundos. Posteriormente para lograr la lisis celular se agregarón 125-150 µL 

de Nonidet  P-40 y se agitó por 10 segundos en vortex. Después  se centrifugó  a  4000 G 
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por 10 minutos a temperatura ambiente, al terminar la centrifugación se descartó el 

sobrenadante cuidadosamente,  preservando el precipitado. Luego se lavó el precipitado 

hasta un máximo 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 resuspendió en 0,8 mL de 

amortiguador TKM2 (TKM1 mas 0,4M NaCl)  añadiendo 44 µL de SDS al 10% y agitando 

suavemente con este paso se lograba la lisis nuclear de la célula (Usar 11µL de SDS por 

cada mL de sangre original), luego se incubó  por 10 minutos a 60 ºC, y se dejó reposar a 

temperatura ambiente, para luego añadir 0,3 mL de NaCl 5,3 M para precipitar las proteínas 

centrifugando a 12000 G por 5 minutos. Al sobrenadante resultante que es donde se 

encuentra el ADN, se le agregó 2,5 volúmenes de etanol absoluto a temperatura ambiente 

invirtiendo suavemente el tubo. El ADN precipitado, que se observó como una malla 

blanca, se capturó con una punta de micropipeta para ser transferido a un vial de 1,5 mL 

que contenía etanol al 70% frío. En este paso se puede conservar el ADN a temperatura 

ambiente, hasta ser usado para su análisis, cuando entonces, se centrifugó a 14000 G por 5 

minutos, para eliminar el etanol por decantación, escurriendo bien y dejando secar en estufa 

o a temperatura ambiente. Luego se agregó entre 50 y 300 µL de agua estéril para 

resuspender el ADN (dependiendo del tamaño de la malla). Alternativamente se utilizo el 

buffer TE (tris-HCl 10mM, pH 8,0; EDTA 1mM) para resuspender. La alícuota de 1 mL de 

sangre se usó para aislar el ADN por medio de un estuche comercial de extracción (Axygen 

mini extracción), para esta metodología se utilizó un volumen de 250 µL 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 proteínas, 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 proteínas, los cuales son 

removidos eficientemente durante dos pasos de lavados. 

VI.4. Amplificación de los exones 3 al 26 del gen MYH7. 

 Los exones 3 al  26 del gen myh7 que codifican parte de la proteína cadena pesada 

β-miosina cardiaca se amplificaron utilizando la técnica de PCR. Para el diseño de los 

cebadores (iniciadores o en inglés primers) se contó 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 amplificación de los exones 3 al 26 del gen MYH7. 
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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 intención de corroborar que las secuencias 

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

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

analizaron usando programas específicos para evaluar las características fisicoquímicas y 

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

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

versión 1.5  respectivamente. 
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VI.5. Diseño de cebadores. 

En el esquema se ilustra la posición en pares de base (pb) donde comienza la 

amplificación (parte superior de las fechas) de los cebadores sentido y antisentidos (fechas 

amarillas) en el gen MYH7 (línea negra continua), el tamaño del amplimero (cuadro color 

rojo), el tamaño del exón en pb (cuadro color azul), la separación entre un cebador 

antisentido y el siguiente cebador sentido (llave color rojo) y los cebadores sentidos que 

amplifican una región en común con un cebador antisentido (fechas azules) (Figura 14). 

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

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

(Tabla 5). 

Tabla 5. Tamaño y ubicación de las regiones amplificadas del gen MYH7. 

Amplimero Tamaño 

del 

amplimero 

(pb) 

tamaño 

del exón 

(pb) 

Posición del 

exón 

 en el gen (pb) 

Región 

amplificada del 

intrón en 

dirección 5´ al 

exón (pb) 

Tamaño del 

amplificado de 

la región 

intronica 5´ 

(pb) 

Región 

amplificada 

del intrón en 

dirección 3´al 

exón (pb) 

Tamaño 

del 

amplificado 

de la región 

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-

10237 

24 

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

10539 

52 
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15 246 171 10772-10942 10725-10772 47 10942-

10971 

29 

16 577 310 11547-11856 11410-11547 137 11856-

11987 

131 

17 358 68 12128-12195 12033-12128 95 12195-

12391 

196 

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

12750 

93 

19 322 118 13352-13469 13278-13352 74 13469-

13600 

131 

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

13800 

62 

21 377 137 14015-14151 13927-14408 88 14151-

14300 

149 

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

14740 

77 

23 389 243 15283-15525 15191-15283 92 15525-

15580 

55 

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

15940 

55 

25 507 146 17101-17246 16944-17101 157 17246-

17451 

205 

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

18587 

120 

 

La intención de obtener un amplificado más extenso que contenga el exon, es tratar 

de garantizar que se detecten los cambios mediante SSCP que ocurren hacia los extremos 

5´y 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 evaluación in silico de los cebadores, se diseñaron  los programas de 

amplificación de cada fragmento utilizando las temperaturas de hibridación  recomendadas 

por la base de datos cardiogenomics en conjunto con las obtenidas por los programas 

OLIGO Primer Analysis Software versión 1.5 y OLIGO analyzer software versión 1.5  

respectivamente (Tabla 6).  

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

contienen las regiones de los exones de interés.  

 

 Se prepararon mezclas de reacción de PCR de volumen final 100 μL para cada uno 

de los exones que consistió de: ADN genómico entre 40-200 ng, tampón (Tris-HCl pH 8,3 

10 mM, KCl 50 mM), MgCl2 3 mM, dNTPs 0,04 mM, cebadores 4 pmol/µL. Se utilizó 0,5 

µL 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 

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

 

VI.6. Análisis de ADN extraído de sangre total  y amplificación por PCR: 

purificación y cuantificación. 

 Para evaluar la integridad del ADN extraído 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 prepararó con bromuro de etidio 

(concentración final 0,02 mg/mL) en 100 mL de buffer TBE 0.5X (5,4 grs Tris base, 2,75 

grs de acido bórico; 2 mL 0,5M EDTA pH8). Para observar el ADN se mezcló una alícuota 

de 2 µL de ADN genómico recién aislado con 2 µL de tampón de carga (EDTA 1mM  pH8, 

azul bromofenol 0,25%,  Xileno-cianol 0,5%, glicerol 50%). La corrida electroforética se 

llevó a cabo por 1 hora y 30 minutos a 80 V y 500 mA. La visualización se efectuó en el 

transiluminador Cámara UV. Transiluminador marca White/2UV adaptado a una cámara 

fotográfica Olimpos con la cual se realizó el registro fotográfico.  

 Para medir la concentración del ADN se utilizaron, el equipo nanodrop ACTGene 

ASP-3700 y un espectrofotómetro midiendo a una longitud de onda de 260 nm. La calidad 

de la muestra se determinó 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 concentración de ADN genómico extraído de forma 

cualitativa cuando se comparaban en los geles de agarosa, las intensidades de luz usando 

concentraciones conocidas de ADN genómico proveniente de fago lambda. 

 Para observar los productos de PCR se realizó una electroforesis colocando 5 µL de 

solución del producto de amplificación  mezclado con 2 µL de buffer de carga. La corrida 

se llevó 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 µL de solución restante del tubo de  PCR con 300 µL de 

solución PCR-A, para  unir los fragmentos de DNA a la malla de exclusión, después de 

centrifugar a 12000 G por 1 minuto. Luego en dos pasos consecutivos se lavaba con buffer 

W2 que es un buffer de desalinización. Para el primer paso de lavaron se utilizó un 

volumen de 700 µL y en el segundo paso un volumen de 400 µL, centrifugando en ambos 

casos a 12000 G por 1 minuto. La elución de los fragmentos de PCR se llevó a cabo 

agregando 60 µL de buffer de elución (Tris-HCl, 2,5 mM pH 8,5) previamente calentando a 

65˚C. La cuantificación de los productos purificados, se llevó a cabo de forma cualitativa 

por comparación 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 secuenciación automatizada. 
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VI.7. Búsqueda de mutaciones en el gen MYH7. 

 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 procedió a realizar la técnica de 

SCCP. Este estudio se concentró en la búsqueda 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 

número de reportes de mutaciones (ver tabla 7) 

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

cardiogenomics.  

 

Se observan en negritas los exones objeto a estudio (13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22, 23) 

Se consideró que los exones candidatos a estudiar eran aquellos que poseían un 

número mayor a 10 mutaciones diferentes reportadas, se incluyó además el exón 19 con 

nueve mutaciones diferentes descritas. 
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 El análisis por SSCP se delimito para algunos exones de determinados pacientes. 

Alternativamente, se procedió a secuenciar directamente los productos de PCRs de cada 

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

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

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

 
Búsqueda de mutaciones en los pacientes mediantes SSCP y análisis de secuenciación (Sec). 
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VI.8. Electroforesis en geles de poliacrilamida. SSCP. 

Para el análisis por SSCP se requiere amplificar las regiones de interés por medio de 

PCR, luego cada uno de los amplimeros se desnaturalizan con el propósito de convertir el 

producto de ADN doble cadena a simple cadena y por último los fragmentos cadena 

sencilla se les aplican electroforesis en geles verticales de poliacrilamida para luego 

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

El procedimiento especifico implementado en este trabajo fue el siguiente: A los 

productos de PCR purificados se les realizó diluciones 1:20 (aprox.5 ng/µL) para un 

volumen final de 20 μL, que representa la solución de trabajo, de la cual se tomó una 

alícuota de 2µL y se mezcló con 18µL de tampón 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. 

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

desnaturalizantes. 

Los 20 µL de solución de producto desnaturalizado se cargaron en geles de 

poliacrilamida de 6% o 8%, según el tamaño del fragmento a analizar. El tamaño de los 

geles fue de 10,1 cm (ancho) x 7,3 cm (largo) y 0,75 mm de grosor, la mezcla de 

preparación de los geles se realizó 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 µL, 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 usó una mini tetra 

cámara de BIO-RAD. Colocando 80 Voltios, 125 mA, manteniendo la temperatura 

regulada a 15 ºC, los tiempos de corrida dependieron del tamaño de los amplímeros,. Para 

el exón 14 (gel 8%) 14 horas, exón 16 (gel 6%) 12 horas, exón 19 y 20 (gel 8%) 14 horas, 

exón 21 (gel 8%) 15 hora, los tiempos de corrida electroforética se eligieron de tal manera 

que las muestras recorrieran hasta ¾ (tres cuarto) del gel, con la intención de optimizar la 

resolución.  

Después de la corrida, se procedió a teñir los geles usando estuche comercial de 

tinción de BIO-RAD (N° catalogo 1610443),  los geles se sumergían por treinta minutos en 

solución fijadora (metanol 40% más acido acético 10%), posteriormente se colocaban por 5 

minutos en solución oxidativa, luego se lavaba con grandes volúmenes de agua de 7 -8 

veces en un máximo de 15 minutos, seguidamente se agregaba la solución que contenía el 

reactivo de plata por 20 minutos, pasado este tiempo se lavó rápidamente por treinta 

segundos y por último se develó el gel aplicando la solución de revelado, al final se detiene 

la reacción de revelado con solución de acido acético 5% por 15 minutos. Finalmente la 

captura de la imagen se realizó usando el sistema escáner imagescanner III marca General 

Electric.  
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 VI.8.2.  Preparación de muestras para secuenciación automatizada. 

La secuenciación de las muestras seleccionadas para amplificar fue realizada por la 

compañía Macrogen (Seúl, Corea) que ofrece servicios de secuenciación automatizada, 

utilizando un secuenciador de ácidos nucléícos modelo 23 ABI 3730XLs.  

Las muestras purificadas y cuantificadas de los productos de PCR tanto la reacción 

sentido (5´-3´) y antisentido (3´-5´), se prepararon a una concentración final de 50 ng/µL en 

un volumen final de 25 µL de H2O. Los cebadores sentido como antisentido, se prepararon 

a una concentración final de 10 ρmol/µL o 60 ng/µL  en un volumen final de 20 µL de H2O 

desionizada. 

VI.8.3. Análisis por SSCP y comparación de secuencias nucleotidicas. 

Los criterios de evaluación para SSCP y secuenciación de los pacientes se basaron 

principalmente en la comparación con las muestras controles. Aunque también se evaluaron 

las diferencias en el patrón de corrida electroforética entre los pacientes.  

VI.8.3.1. Evaluación de pacientes por SSCP. 

 Después de la corrida electroforética los patrones de migración de las muestras de 

pacientes se compararon con el patrón de migración de las muestras control.  Además se 

compararon entre sí mismos los patrones de migración de las muestras de pacientes. 

Aquellas muestras de pacientes con diferencias en la movilidad electroforética se 

seleccionaron para secuenciar, con el propósito 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 tenían diferencias en su secuencias nucleotidicas y 

evaluar la sensibilidad de la técnica de SSCP. 

VI.8.3.2. Análisis comparativo de secuencias. 

 Las secuencias nucleotidicas generadas por secuenciación 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 versión más reciente. Además, el alineamiento incluyó las secuencias sentidos y 

antisentidos de los controles. Para este estudio solo se contempló el análisis de secuencia de 

los exones de interés, es decir, sin tomar en cuenta la región correspondiente a intrones. 

Para el análisis sólo 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 repetía una vez más el procedimiento de 

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

 El programa usado para el análisis de secuencias fue el MAC vector versión 11.1.2. 

Los formatos de archivos se trabajaron con la extensión AB1, con los cuales se podían 

visualizar al mismo tiempo y en la misma ventana de diálogo, los electroferogramas y las 

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

 Cuando se observaba y confirmaba un cambio en la secuencia nucleotidica del exón, 

se tradujo la secuencia proteica usando el programa MAC vector 11.1.2, haciendo uso del 

código de codones para  Homo sapiens. Esta secuencia de aminoácido se comparó con la 

secuencia traducida del exón de la base de datos y la secuencia de los controles. En los 

casos donde detectó una mutación en el exón se procedió a realizar un alineamiento a través 

del BLAST, corroborando que la traducción era correspondiente a la secuencia proteica de 

la cadena pesada β-miosina cardiaca de humano. 

 Realizado el BLAST, se eligieron secuencias con alta similaridad (100% de 

cobertura) de diversas especies, homólogas a la proteína cadena pesada β-miosina, 

incluyendo la propia cadena pesada β-miosina cardiaca de humano. Elegidas las secuencias 

se alinearon para determinar en cuales de esas secuencias estaba conservada la región 

donde ocurrió la mutación. El cristal molde utilizado fue el 2 MYS-A disponible en 

formato PDB, correspondiente a músculo esquelético de pollo, específicamente la región 

S1 de la proteína. 

 Antes de hacer el modelo se realizaron 2 alineamientos por ClustalW: 1ro) incluyó 

la secuencia proteica S1 cadena pesada β-miosina de humano sin la mutación con la 

secuencia proteica S1 cadena pesada β-miosina de pollo sin la mutación 2do) incluyó la 

secuencia proteica S1 cadena pesada β-miosina de humano mutada con la secuencia 

proteica S1 cadena pesada β-miosina de pollo sin la mutación. 

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.org/) 

http://www.google.co.ve/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CBQQFjAA&url=http%3A%2F%2Fexpasy.org%2F&ei=G5mTTefMNsLZgQfN1pzCCA&usg=AFQjCNFDZfEVNbTnQAfPk2m-NIUldH5SvA
http://swissmodel.expasy.org/
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La visualización y el análisis de los modelos se realizó usando el programa 

Chimera-1.5.2-win32.exe.  

Figura 15.  Esquema de trabajo para la realización de los modelos moleculares de la región S1 de la cadena 

pesada β-miosina cardiaca. 
 

VI.11. Análisis estadístico. 

 Los cálculos realizados fueron la determinación del promedio y la desviación 

estándar de la edad, el porcentaje de distribución de género de las personas participantes en 

el estudio, el porcentaje de pacientes menores a 35 años y el porcentaje de pacientes 

mayores a 35 años, todos estos cálculos se realizaron para los pacientes y controles.  

 

https://www.cgl.ucsf.edu/cgi-bin/chimera-get.py?file=win32/chimera-1.5.2-win32.exe
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VI.11. Financiamiento. 

Para la realización de este trabajo se contó, con el financiamiento por parte del  

IVIC. (Proyecto 973), así como de 2 empresas farmacéuticas que son: Industria venezolana 

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

 VII. 1. Análisis descriptivo de la población de estudio. 
 

 La búsqueda  de mutaciones para el diagnóstico de MHF, involucró a 13 pacientes 

femeninos y 9 pacientes masculinos, comprendidos entre 12 y 59 años,  incluyendo 3 

controles 2 de sexo masculino y 1 de sexo femenino, en edades comprendida entre 24 y 35 

años (Tabla 10). Los datos clínicos de los pacientes fueron manejados por los médicos 

especialistas asociados al estudio. 

Tabla  10. Parámetros de la población. 

 

 
 

VII. .2. Análisis molecular. 

 VII.2.1. Aislamiento de ADN genómico (ADNg). 

Se realizó la extracción de ADN genómico 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 genómico extraído por este 

método no enzimático. La concentración del ADN genómico obtenido por esta técnica se 

ubicó entre 400 y 1200 ng/µL por cada 4 mL, de sangre, en mediciones realizadas por 

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

encontraban mayormente alrededor de  1,6  obteniéndose para algunos pacientes relación 

http://www.google.co.ve/aclk?sa=l&ai=C5ejMN9dNTaGvFZeFmQf_q8moAbXbvcMBtZrsyBeWxrGFAwgAEAFQ_J2GigZg3473jZQloAGFnePwA8gBAaoEF0_QsLZrQZqW_n0sycUIG28IqPmd6Kqh&sig=AGiWqtw7g825Tz9wOEMP-P35E5lV4ka2pw&adurl=http://www.Implen.com/Nanophotometer/
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de hasta 1,8. El ADN genómico se observó altamente aglomerado en la parte superior del 

gel ubicado mayormente por encima de las 4000 pb. 

 
Figura 16. Análisis cualitativo del ADNg extraído de sangre periférica por el método de Lahiri y Nurberger 

1991. Corrida electroforética en gel de agarosa 0,8%, teñido 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 genómico utilizando un estuche comercial (figura 17) 

donde se utilizó un volumen de 250 µL de sangre, se obtuvieron  medidas  de concentración 

del ADN entre 80ng/µL y 200ng/µL, con una relación 260/280 que oscilaban  entre 1.8 y 2. 

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

Figura 17. Análisis cualitativo del ADNg extraído  de sangre periférica por el estuche comercial. Corrida 

electroforética en gel de agarosa 0,8%, teñido con bromuro de etidio donde se muestra el ADNg. C: control 

negativo (mezcla de reacción 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 concentración final de ADN según su volumen 

inicial de sangre, (Tabla 11) la metodología del estuche comercial permitió alcanzar en 

promedio aproximadamente 35% ADNg mas concentrado que el método desarrollado por 

Lahiri y Nurberger, 1991. En cuanto a la relación 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 relación 260/280. Sin embargo el método de Lahiri y Nurberger, 1991, 

permitió procesar 16 veces más volumen de sangre en un solo procedimiento de extracción 

que la metodología del estuche comercial. 

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

de sangre periférica. 

Método Volumen Inicial de 

sangre 

Concentración final 

ẍ 

Relación 260/280 

ẍ 

Lahiri y 

Nurberger 

4 mL 800 ng/μL 1,6 

Estuche 

comercial 

0,250 mL 140 ng/μL 2,0 

 

VII.2.2. Amplificación 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 análisis 

comparativo de secuencias BLAST, obteniéndose que las secuencias de los cebadores tanto 

sentido como antisentido para cada amplímero, coincidían con el gen MYH7 en el 

cromosoma 14, con valores de cobertura de 100% y 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 así que estos cebadores son 

de uso general para amplificar exones del gen MYH7. También se compararon las 

temperaturas de hibridación sugeridas por la base de datos cardiogenomics con las 

temperaturas obtenidas al realizar el análisis utilizando los  programas OLIGO Primer 

Analysis Software versión 1.5 y OLIGO analyzer software versión 1.5, obteniéndose como 

resultado una similitud entre las temperaturas sugeridas por la base de datos versus la 

calculada por los programas de computación, excepto para la temperatura de hibridación  

del amplímero del exón 14 que los programas determinaron una temperatura de hibridación 

entre 62,7 y 64 ˚C, siendo 62ºC la temperatura de hibridación sugerida por la base de datos 

de cardiogenomics.  

 Luego de haber aislado el ADN genómico de  pacientes y controles, y de determinar 

su integridad, pureza y concentración, se procedió a optimizar las condiciones de 

amplificación por PCR de los amplímeros para cada uno de los exones del 3 al 26 del gen 

myh7. Las reacciones de estandarización de los PCRs se realizaron utilizando ADN de 

controles. Las figuras 18 y 19 muestran los resultados de la amplificación de los 24 exones 

(exones 3 al 26) del gen MYH7 de la muestra control C1. En cada carril se observa una 

banda única correspondiente al tamaño en pb esperado (figura 14) para cada uno de los 

amplimeros.  
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Figura.18. Amplificación 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% teñido 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. Amplificación 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% teñido 

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 logró amplificar los 24 exones de los 22 

pacientes y las 3 muestras controles.  

 Así el análisis in silico de los cebadores, permitió aumentar la posibilidad de 

obtener los productos de PCRs de los exones 3 al 26 del gen MYH7.  

 Los amplimeros obtenidos de los 24 exones (exón 3 al 26 del gen MYH7) para cada 

uno de las muestras controles, fueron secuenciadas para verificar su identidad en el gen 

MYH7. Para ello se realizó un análisis comparativo de las secuencias de cada exón de las 

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

correspondientes reportadas en la base de datos de cardiogenomics. 

 En la figura 20 se muestra como ejemplo el análisis del alineamiento para el exón 

13. 

 

 
Figura 20. Alineamiento de secuencias del exon 13  para cada muestra control. 
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 El alineamiento mostró un 100% de similaridad entre cada uno de los controles, la 

secuencia del exón 13 y la región del exón 13 dentro del amplimero. 

VII. 3. Análisis de la movilidad electroforética de los exones del gen MYH7 en 

pacientes con sospecha clínica de MHF mediante el uso de la técnica SSCP. 

 Antes de efectuar los análisis 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 número de mutaciones reportadas (Tabla 8). 

Los parámetros considerados fueron referente a la naturaleza de la muestra como: Tamaño 

del amplímero, concentración del producto y contenido de G+C. Además se consideraron 

otras variables como: temperatura de desnaturalización de los productos de PCR, tiempo de 

incubación de las muestras en hielo, porcentaje del gel de poliacrilamida, tiempo de corrida 

electroforética, temperatura y voltaje durante la corrida electroforética. Algunos de los 

parámetros y condiciones principales se muestran en la tabla 11. 

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

14, 16, 19, 20 y 21 del gen MYH7.  
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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 separación 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 condición 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 análisis 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 patrón de 

migración entre sí, ni con  sus respectivas muestras controles. Las diferencias encontradas 

se relacionaron más con las intensidades de las bandas. 

 
Figura 21. Análisis SSCP del exón 14 del gen MYH7. Electroforesis en gel de poliacrilamida 8%, visualizado 

con tinción 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 contaminación. 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 contaminación. El control de contaminación consiste en 

mezcla de reacción de PCR con buffer desnaturalizante. 
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Figura 22. Análisis SSCP del exón 16 del gen MYH7. Electroforesis en gel de poliacrilamida 6%, visualizado 
con tinción 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. Análisis SSCP del exón 19 del gen MYH7. Electroforesis en gel de poliacrilamida 8%, visualizado 

con tinción 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. Análisis SSCP del exón 20 del gen MYH7. Electroforesis en gel de poliacrilamida 8%, visualizado 

con tinción 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. Análisis SSCP del exón 21 del gen MYH7. Electroforesis en gel de poliacrilamida 8%, visualizado 

con tinción 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. Análisis de secuencias de pacientes con sospecha de MHF. 

 La estrategia de análisis de los exones plateó la obtención 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 análisis de cambios de movilidad electroforética 

en condiciones no desnaturalizante.  

VII.4.1. Evaluación in sílico de las secuencias de los exones 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22 

y 23 del gen MYH7. 

El análisis de las secuencias de los exones 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22 y 23 del gen 

MYH7, planteó la comparación de las secuencias de los amplimeros de cada uno de los 

exones perteneciente a las muestras de pacientes con el amplímero de referencia seguido 

del exón, ambos proveniente de la base de datos de cardiogenomics. Simultáneamente, se 

evaluaron los electroferogramas en la búsqueda de variaciones asociadas a la presencia de 

condiciones heterocigóticas o deleciones. 

  Las figuras 26 a 32, muestran representativamente algunos de los análisis de 

secuencias nucleotídicas correspondientes a los exones de pacientes con sospecha clínica de 

MHF. 
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Figura  26. Alineamiento de secuencias de amplimero 13 del paciente 021. A) Se observa el alineamiento del 

amplimero y exón 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 exón 13 del paciente 021. Las fechas rojas enmarcan la región del exón evaluada por electroferograma. 

 



91 
 

 

 
Figura 27. Alineamiento de secuencias de amplimero 14 del paciente 002. A) Se observa el alineamiento del 

amplimero y exón 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 exón 14 del paciente 002. Las fechas rojas enmarcan la región del exón evaluada por electroferograma. 
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Figura 28. Alineamiento de secuencias de amplimero 15 del paciente 013. A) Se observa el alineamiento del 

amplimero y exón 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 exón 15 del paciente 013. Las fechas rojas enmarcan la región del exón evaluada por electroferograma. 
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Figura 29. Alineamiento de secuencias de amplimero 19 del paciente 002. A) Se observa el alineamiento del 

amplimero y exón 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 exón 19 del paciente 013. Las fechas rojas enmarcan la región del exón evaluada por electroferograma. 
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Figura 30. Alineamiento de secuencias del amplimero 20 del paciente 003. A) Se observa el alineamiento del 

amplimero y exón 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 exón 20 del paciente 003. Las fechas rojas enmarcan la región del exón evaluada por electroferograma. 
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Figura 31. Alineamiento de secuencias del amplimero 21 del paciente 010. A) Se observa el alineamiento del 

amplimero y exón 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 exón 21 del paciente 010. Las fechas rojas enmarcan la región del exón evaluada por electroferograma. 
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La evaluación de las secuencias de los exones 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22 y 23  del 

gen MYH7 para cada uno de los pacientes no presentó discrepancia con respecto a la base 

de datos (excepto para el exón 16 del paciente 001), descartando mediante el análisis de 

electroferogramas la presencia de una condición 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 condición heterocigota se manifiesta como una superposición 

de dos curvas para una misma posición en la secuencia nucleotidica dentro del exón que en 

algunos casos no es notada cuando se evalúan las secuencias en formato texto. Un ejemplo 

de esta condición heterociga se observa en la figura 32 B.  

 Para verificar si la técnica SSCP fue sensible en la detección de cambios en la 

secuencias nucleotídicas de los amplímeros 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 exón 16 se 

escogieron 5 pacientes encontrando como resultado más relevante un cambio en el exón del  

amplimero 16 del paciente 001 (figura 32).  
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Figura 32. Alineamiento de secuencia para el exón 16 del paciente 001.  A) Se observa el alineamiento del 

amplimero y exón 16 de la base de datos de cardiogenomics con los amplimeros 16 de los pacientes 001, 011, 

013 y 016. Se realizó el alineamiento usando la secuencia sentido (5´-3´) y antisentido (3´-5´). B) Registro 
parcial del electroferograma del exón 16 correspondiente al pacientes 001. La región sombreada muestra la 

presencia de dos curvas superposicionadas. 
 

En la figura 32 A, se ilustra en la región enmarcada en color azul el cambio en la 

secuencia nucleotídica para el paciente 001, tanto en la reacción sentido (001_16F) y 

antisentido (001_16R). Este resultado se verificó realizando una segunda reacción de PCR 

para una nueva reacción de secuenciación (001_16F1). Ni los controles ni otros pacientes 

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

 Para observar los cambios en la secuencia del exón 16 del paciente 001 se realizó un 

análisis al unísono de la secuencia en formato texto y formato gráfico, este último a través 

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

(Figura 32). 

 En la región 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 sustitución de la base T por C en el exón 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 MYH7 para las muestras pacientes y controles. 

 

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

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

en comparación con las muestras usadas como control. 

 VII. 5. Traducción a proteína  de secuencias nucleotidicas con modificación. 
 

 Las secuencias nucleotidicas que se tradujeron a proteínas fueron aquellas donde se 

detectó  un cambio en los exones de los pacientes analizados. La sustitución en el exón 16 

T188C del paciente 001 fue la única traducción a aminoácido realizada, donde se muestra 

el aminoácido asparagina (figura 33). 

 
Figura 33. Traducción proteica del exón 16 del paciente 001. Enmarcado con líneas rojas se muestra la 
traducción del aminoácido asparagina en la posición 187 del exón 16 del gen MYH7. 
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Luego de la traducción proteíca del exón 16 del paciente 001, se realizó un 

alineamiento con  la secuencia proteica del exón 16 silvestre, no encontrándose diferencias, 

es decir la traducción del codón donde ocurrió el cambio es sinónima (figura 34). 

 
Figura 34. Alineamiento del exón 16 traducido a proteína. Se muestra la  comparación del exón 16 

proveniente de la base de datos con el exón 16 del paciente 001.  

 

El punto rojo en la figura 34 muestra la posición dentro del exón donde se detecto el 

cambio en la secuencia proteíca del exón 16 del paciente 001, el cual traduce el mismo 

aminoácido que el exón silvestre. Para verificar que la traducción generada correspondía al 

exón 16 del gen MYH7 se realizó un BLASTP coincidiendo al 100% con secuencias 

perteneciente a la proteína cadena pesada de β-miosina cardiaca, específicamente con la 

región que es traducida por el exón 16.  Además se verificó que el cambio no correspondía 

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). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
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VII. 6. Modelado molecular. 

 Este estudio contempló el análisis de un reducido número de pacientes ya que es un 

estudio preliminar para la búsqueda de mutaciones asociadas con MHF en Venezuela  y 

razón 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 súbita. 

 Tabla 13. Características de la mutación  reportada Arg403Gln.    

  

 

 

  

 

La sustitución Arg403Gln  se ubica en la región S1 de la  β miosina cardiaca. Para 

su análisis estructural  se procedió a realizar los modelos,  aceptando dos de ellos, el 

primero fue la región S1 sin la mutación y el  segundo la región S1 con la mutación, 

siempre teniendo como base la plantilla cristalográfica de la región S1 de musculatura 

esquelética de pollo, cuyo porcentaje de similaridad con la proteína β miosina cardiaca de 

humano  es de 79% (Rayment y col, 1995 y Lorenz y Holmes, 2010). 

Exón 13 

Cambio de nucleótido G>A 

Posición del nucleótido en el exón 70 

Posición del nucleótido en el gen 10164 

Cambio de codón CGG>CAG 

Cambio de aminoácido  ArgỲGln 

Cambio en la transcripción Con sentido 

Cambio en la traducción Substitución 
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En la figura 35, se detalla en color verde el molde cristalográfico S1 de musculo 

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

S1 de la cadena pesada β miosina cardiaca de humano.  

 
Figura 35. Modelo estructural de la región S1 de la cadena pesada β-miosina cardiaca. Se muestran los lazos 

de interacción con la actina. Además de las proteínas 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 cardiomiopático de la β miosina cardiaca de humano se 

superposicionan espacialmente con β miosina cardiaca de pollo, encontrándose 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 β-miosina cardiaca. Se detalla en correcta posición de interacción 

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 mutación  Arg403Gln  en la secuencia proteica, se 

procedió a ubicarla espacialmente  en los modelos generados, encontrándose que está en el 

lazo cardiomiopático de la cadena β-miosina cardiaca (figura 36). 

 
Figura 36. Lazo cardiomiopático y en región mutada. Se coloca en rojo la región donde se encuentra la 

mutación R403Q. 
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En la figura 36 se muestra una ampliación de la región donde se ubica la mutación, 

seleccionando los aminoácidos de la posición 403 de la proteína cadena pesada β miosina 

cardiaca de humana transformado a visualización por átomos, la proteína mutada presenta 

el aminoácido Gln y la proteína silvestre el aminoácido Arg. 

 
Figura 37. Representación de los aminoácidos por átomos en  la posición 403 de la cadena pesada β-miosina 
cardiaca de humano. En gris los átomos de carbono, en color azul átomos de nitrógeno y en color rojo átomo 

de oxigeno. 
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VIII. DISCUSIÓN. 

 Los mecanismos por los cuales las mutaciones en las proteínas del sarcómero 

causan hipertrofia y desarreglo miofibrillar todavía no se conocen exactamente, pero parece 

que cada vez es más evidente la participación de las mutaciones en las proteínas del 

sarcómero en el deterioro de la función contráctil (función motora, producción de fuerza, 

desarreglo estructural de la proteína involucrada, o de la interacción de esta con otras 

proteínas) resultando en miocardiopatía hipertrófica familiar. La hipertrofia cardiaca puede 

ser el resultado de una serie de estímulos, incluyendo el ejercicio, la presión y la sobrecarga 

de volumen sanguíneo. Es posible que la proteína mutante del sarcómero β-miosina 

cardiaca, disminuya la contractilidad del miocardio e imponga presión sobre los 

miocardiocitos que podría desencadenar una respuesta hipertrófica (Roopnarine y 

Leinwand, 1998). 

 El diagnóstico clínico de MHF, ha resultado difícil por la complejidad 

fisiopatológica de la enfermedad, presentando síntomas (angina, sincope, palpitaciones 

fuertes y FCH) similares a otras enfermedades cardiovasculares además de presentar 

características electrofisiológicas y hemodinámicas al electrocardiograma común con otras 

miocardiopatías, aunado a que sólo el 50% de los pacientes con MHF son sintomáticos, 

siendo los patrones histológicos de hipertrofia al ecocardiograma lo que permite 

discriminar el tipo de miocardiopatía. Actualmente para efectuar un diagnóstico más 

preciso es necesario la combinación de las técnicas de electrocardiograma y 

ecocardiograma con herramientas de biología molecular para poder definir si existe una 

condición 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 genómico asociadas a la patología, 

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

VIII.1. Amplificación de los exones 3 al 26 del gen MYH7. 

 Antes de realizar el análisis molecular a través del SSCP y comparación de 

secuencias, se debía garantizar la obtención de los amplificados para los exones 3 al 26 del 

gen MYH7 utilizando la técnica de PCR. Para ello se realizó un aislamiento del ADN 

genómico de pacientes y controles mediante la aplicación del método no enzimático de 

Lahiri y Nurberger (1991) y también por medio del uso de estuche comercial para 

aislamiento de ADN genómico. Los resultados se pueden observar en las figuras 16 y 17 

respectivamente. Las extracciones realizadas por estas metodologías conservó en gran 

medida la integridad del ADN, ya que se observan pocas o 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 amplificación por PCR, ya 

que relaciones 260/280 superior a 1,6 indican baja contaminación por proteínas las cuales 

puedan interferir con la actividad enzimática de la polimerasa y/o con la degradación del 

ADN por parte de nucleasas (Ausubel y col, 2002; Bartlett y Stirling, 2003; Luque y 

Herráez, 2006). Las bandas de ADN observadas por encima de los 10000 pb, garantizan 

que al menos la región que se requiera amplificar esté presente en su totalidad en la muestra 

de ADN, ya que el tamaño máximo de amplímero 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 región de interés producto del azar) conseguido por 

comparación de secuencia usando BLAST, permitió corroborar que las secuencias de los 



107 
 

cebadores coinciden con el cromosoma 14 específicamente con el gen MYH7, por lo que se 

pensó entonces que con el uso de estos cebadores se realizaría una amplificación efectiva 

de los exones 3 al 26, que son los exones de interés en este estudio. Adicionalmente, se 

evaluaron otras propiedades fisicoquímicas de los cebadores para garantizar las condiciones 

óptimas para la realización de la PCR. Este análisis se consiguió con el uso de programas 

de diseños de cebadores (OLIGO Primer Analysis Software versión 1.5 y OLIGO analyzer 

software versión 1.5 respectivamente) los cuales definieron que las secuencias cebadoras 

eran apropiadas para la amplificación especifica de los exones 3 al 26 del gen MYH7. Las 

propiedades fisicoquímicas 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 hibridación de los cebadores energéticamente favorables 

para la interacción con los exones 3 al 26 del gen MYH7 respectivamente, es decir ΔG 

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 así la formación de dímeros y por tanto aumentando la eficiencia 

de unión de los cebadores con sus regiones blanco lo que permite obtener en teoría más de 

10
12

 copias (Bartlett y Stirling, 2003). 

Otra consideración tomada en cuenta fue comprobar que las diferencias entre las 

temperaturas de hibridación de los cebadores sentido y antisentido no superaran los 2 ºC ya 

que esta condición permite obtener un alto rendimiento, evitando que la reacción de PCR se 

convierta en asimétrica (producción en mayor cantidad de una hebra de ADN que otra), 

además, los porcentajes de composición CG de lo cebadores ubicados entre 40 y 60%, 

garantizan que la afinidad por la cadena molde sea flexible, separándose totalmente en el 
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ciclo de desnaturalización y permaneciendo unida durante el proceso de extensión (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 

amplificación de los exones del gen MYH7 con la intención de evitar la formación de falsos 

productos o la generación de productos inespecíficos que pudieran interferir en el análisis 

por SSCP y en la comparación de secuencias y por tanto llegar a conclusiones inciertas. 

Además el análisis de estas propiedades permitió obtener datos para optimizar la formación 

de productos específicos con gran número de copias, así, la sugerencia de la base de datos 

cardiogenomics para la temperatura de hibridación de los cebadores del amplimero 14 no se 

utilizó, empleándose otra temperatura (62,7ºC). 

Después del análisis de cebadores se realizó la PCR y se observó la presencia de 

productos únicos lo que sugiere una amplificación efectiva de los amplimeros 3 al 26 del 

gen MYH7 (figura 18 y figura 19), además cada amplimero se ubicó en los geles de acuerdo 

al tamaño 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 

amplificación de los exones del gen MYH7 y parte de sus regiones intronicas adyacentes en 

dirección 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 optimización 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; MÖrner y col, 2003; 

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

VIII.2.1. Búsqueda de mutaciones en los exones 3 al 26 del gen MYH7. 

En principio, la estrategia original para la búsqueda de mutaciones, implicaba el 

análisis de los exones 3 al 26 del gen MHY7 de 20 pacientes involucrados en el estudio ya 

que estos exones codifican para la región proteica S1 o cabeza globular de la cadena pesada 

β-miosina cardiaca y parte de la región S2 o cuello conector entre la región S1 y S2, donde 

se ha reportado el mayor numero de mutaciones que además son las mutaciones 

mayormente relacionadas con muerte súbita. Sin embargo, se decidió estudiar solo los 

exones 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22 y 23 por poseer lo más altos reportes de mutaciones 

(tabla  8). 

VIII.2.2. Análisis Molecular para las muestras de pacientes con sospecha clínica de 

MHF. 

 En este trabajo se realizó el análisis de los exones utilizando la técnica de SSCP y 

secuenciación. Primero se realizó 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, según Estrada-Cuzcano y col (2005) señalan que la mayoría de los geles para 

realizar SSCP deben ser maxigeles, generalmente geles tipo secuenciamiento (20 cm x 40 x 

0,4) para obtener una mayor resolución, debido a que estos permiten mayor movilidad, por 

lo cual posiblemente nuestros análisis de SSCP se vieron limitados. Otros parámetros que 

influyen sobre la resolución y la sensibilidad de la técnica son los tomados en cuenta por 

Hongyo y col, 1993, como la concentración del amplificado, se ha demostrado que altas 
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concentraciones resultan en cantidades significativamente elevadas de ADN doble cadena y 

de visualización borrosa al teñir, esto se debe probablemente a la rápida cinética de 

realineamiento total y parcial que se consigue a elevadas concentraciones de ADN, 

mientras que concentraciones más bajas producen bandas con mejor nitidez, por eso en 

nuestro estudio se utilizaron concentraciones aproximadas de 5ng/μL, la cual son 

recomendadas por Dracapoli y col, 2001, así 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 más rápido porque es un producto lineal con menos 

impedimento físico que las cadenas simple cadena que están en una conformación 

secundaria determinada (Rodriguez y Col, 2009). Otro factor importante según 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 podría 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 frío, destaca que uno de los principales 

parámetros que debe ser controlado estrictamente es la temperatura, la cuál debe ser 

constante durante toda la corrida para que se mantenga el estado único constante de 

conformación 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 15ºC donde se registraron variaciones de temperatura que oscilaban hasta 

2°C por debajo. Lo ideal, para mantener la temperatura constante son los sistemas de 

recirculación controlados por termostatos o bombas peristálticas que producen un control 
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superior de la temperatura en comparación con sistemas incubados en hielo o en cuartos de 

temperaturas (cavas).  

VIII.2.2.1.  Mutación en el exón 16 del paciente 001. 

El resultado más relevante que se obtuvo con el análisis de las muestras por SSCP y 

análisis de secuencia fue que la muestra 001 del exon 16, presentó un cambio de base pero 

no mostró un cambio en la movilidad electroforética con respecto a los controles y al resto 

de los pacientes. Esto pudo deberse principalmente a que el tamaño del amplímero es de 

578 pb, y según lo indican Larsen y col, 1999 el SSCP tiene sensibilidad de detección de 

100% en productos de PCR entre 150 y 300 pares de bases, decayendo después de este 

límite. Este cambio se presentó en condición heterocigota, ya que el cambio de nucleótido 

T por C se refleja en la secuencia sentido y antisentido pero en forma de dos curvas 

superpuestas al electroferograma (Ver figura 32B). La superposición de las dos curvas 

indica que un alelo posee la base silvestre y el otro alelo el nucleótido mutante. Esta 

variación o cambio de nucleótido, traduce para el aminoácido control (figura 33 y 34). Sin 

embargo no se pueden descartar los efectos fenotípicos 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 manifestación de la patología. Hasta ahora no se ha encontrado que los 

cambios sinónimos dentro de los exones en los genes que codifican proteínas del sarcómero 

se relacionen con MHF (Xu y col, 2010). Se sugiere que la mutación encontrada en el 
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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 condición de polimorfismo es 

necesario que la sustitución se encuentre presente al menos en el 1% de la población 

general (Estrada-Cuzcano, 2005), y en este estudio no se manejó un alto número de 

muestras. 

En cuanto al porcentaje de detección de mutaciones para la población estudiada, 

solo se encontró un cambio en uno de los 22 pacientes evaluados,  lo que corresponde al 

5%.  En comparación con otro estudio donde se analizaron los exones 3 al 26 del gen myh7 

(Tanjore y col, 2010) la detección de cambios en las secuencias alcanza cifras 

comparablemente semejantes, ya que de 95 pacientes evaluados se consiguió 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 identificación al evaluar 22 exones 

del gen myh7. 

 Aunque el porcentaje de detección resulto similar a algunos estudios es 

relativamente bajo en comparación con estudios hechos en poblaciones chinas donde se 

consiguen  un elevado número de mutaciones, tal es el caso de Song y col, 2005, donde se 

realizo la búsqueda 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 búsqueda de 

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

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

mutaciones en los pacientes evaluados similar a otros estudios, no se descarta el hecho de 
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que los criterios clínicos de inclusión de pacientes por parte del personal médico hayan sido 

flexibles, presumiendo que algunos pacientes evaluados en este estudio no poseían MHF, 

sino otro tipo de afección miocárdiaca, lo que pudo determinar bajos porcentajes de 

detección de mutaciones, esto es enfatizado por Andersen y col, 2008, que determinan que 

es necesario la aplicación de la totalidad de la pruebas clínicas, exámenes físicos, historial 

familiar e incluso pedigrí para cada uno de los pacientes. Otra condición presente es que a 

pesar de que se evaluó los exones del gen MYH7 con mayor numero de reporte de 

mutaciones para MHF, no se descarta que en la población 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 análisis de las regiones 

intrónicas  adyacentes de los exones estudiados.  Estas regiones son ampliamente conocidas 

como fuente de alta variabilidad y presencia de la mayoría de los polimorfismos reportados, 

sin embargo muchos estudios en MHF solo involucran el análisis 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 transcripción (elementos en trans) y por tanto influir en la eficiencia y tasa 

de transcripción de la RNA polimerasa. Cambios en estas regiones pueden modificar los 

codones de ARNm y por tanto la traducción de una proteína mutada. Otra consecuencia es 

que se puede generar un efecto intenficador  el cual se sobregenere la producción de ARNm 

lo que conduzca a una sobreexpresión de la proteína y por tanto el desarrollo de hipertrofia 

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

moleculares para la búsqueda 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 más numerosas del 

genoma y las más difíciles de reconocer. Sin embargo, cada vez se hace más evidente su 

suplantación por técnicas moleculares más sensibles o por la secuenciación  automatizada, 

esta ultima de carácter más eficiente y con mejor precisión, pero costosa para ser usada de 

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

 En cuanto a las técnicas para detectar mutaciones en MHF está la prueba piloto 

realizada por Zeller y col, 2006 los cuales usaron electroforesis en geles con gradientes de 

desnaturalización por sus siglas en ingles (DGGE), detectando variaciones en la movilidad 

electroforética de amplificados de hasta 600 pb, aunque la técnica es de fácil aplicabilidad 

se debe tener el equipo necesario. En cuanto al tiempo de ejecución es igual que el 

empleado para SSCP hasta de 15 horas incluso más.  

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 mayoría en productos de PCRs que oscilaban entre 200 y 550 pares de bases, estos 

resultados se corroboraron mediante HPLC y secuenciación directa. La principal desventaja 

de aplicar esta técnica es contar con el equipo de escáner que se acople al termociclador y 

realtime, además se debe contar con el colorante intercalador de primera generación, ambas 



115 
 

cosas hacen costosa su aplicación aunque con resultados que pueden obtenerse en menos de 

15 minutos. 

VIII.4. Funcionamiento de la proteína cadena pesada de β-miosina cardiaca a través 

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

 Debido a la complejidad de establecer una relación 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 

proteína y sus implicaciones  en el sarcómero. Estos modelos estructurales permiten definir 

de manera más precisa la estratificación de riesgo e inferir sobre el tipo de medicamento 

regulatorio de la contracción más recomendable para su aplicabilidad de acuerdo al tipo de 

mutación. 

 La complejidad de relacionar el fenotipo con el genotipo, puede ejemplicarse con la 

mutación  Arg 403 Gln incorporada en un modelo de miocitos cardíaco de felino que 

resultó en la interrupción del funcionamiento del sarcómero, que pudo ser debido al 

aumento de la tasa de rotación de la miosina sobre la actina o al deterioro de la interacción 

de la miosina mutada con la actina, afectando su unión con la actina (Marian y col, 1995). 

Esto último concuerda con los resultados de Roopnarine y Leinwand, 1998 en los cuales la 

interacción actomiosina se deterioró cuando se evaluaron los efectos de la mutación 

Arg403Gln en la región S1 de la miosina, lo que sugiere que los defectos bioquímicos del 

dominio motor pueden afectar a todo el conjunto de filamentos de miosina en el sarcómero. 

Sin embargo Becker y col, 1997 informaron que las mutaciones Arg249Gln y Arg403Gln 

ensamblaban correctamente los filamentos gruesos de los miocitos cardíacos de rata, lo que 
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sugiere que las proteínas 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 cardíacos (felino contra rata) y/o la cantidad de proteína 

mutante incorporada al sarcómero, producto del uso de diferentes vectores de expresión con 

diferentes promotores. Curiosamente en la biopsia de tejido de corazón de un paciente 

fallecido con la mutación Arg403Gln se mantuvo la organización miofibrilar intacta 

(Roopnarine y Leinwand, 1998). 

Debido a la discrepancia en los efectos de la mutación R403Q en la patología, y a 

que se ha demostrado su presencia en varios casos de muerte súbita, se decidió usar esta 

mutación para desarrollar el modelo molecular con el propósito de obtener una mejor 

correlación genotipo-fenotipo.  

Aunque la miosina cardíaca de humano no ha sido cristalizada, se han realizado 

muchos modelos estructurales usando la proteína miosina de musculo esquelético de pollo, 

que aunque presentan diferencias en su secuencia primaria y están alejadas 

filogenéticamente, lo más probable es que conservan la misma estructura, ya que otros 

modelos realizados con la proteína cristalizada de Dyctyostelium discoindeum (anfibio) 

posee la misma conformación espacial que la proteína de pollo, lo que infiere que 

mutaciones en cualquiera de estas proteínas tengan consecuencias funcionales similares 

(Lowey S, 2002). La mutación R403Q por estar estrechamente relacionada a la interacción 

con la actina probablemente afecte la actividad enzimática y propiedad mecánica de la 

miosina. Esto resultados se corroboraron con estudios bioquímicos realizados por Cuda y 

col, 1993, donde se registró una reducción 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 mutación 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 

hipótesis que la MHF es causada por la alteración de la interacción actinomiosina 

acompañada por perdida de función y compensada por hipertrofia cardiaca.  

Para realizar un análisis estructural de la proteína mutada R403Q, primero se debe 

lograr ubicar la posición no solo en la secuencia aminoacidica sino también su ubicación 

espacial, por tanto se desarrolló el modelo estructural para corroborar la posición espacial 

de la mutación (figura 36 y 37).  

Los criterios de evaluación para estudiar los efectos estructurales de la mutación  en 

el funcionamiento de la proteína fueron: evaluación del cambio de aminoácido estudiando 

el modelo generado en este trabajo. El otro criterio fue comparar y hacer correlaciones de 

mutaciones modeladas en otros estudios similares a la mutación R403Q.  Desde el punto de 

vista bioquímico la mutación R403Q, tiene implicaciones funcionales debido a su 

localización, al cambio en la carga de aminoácido, además de cambios evidentes en la 

interacción proteína-proteína ya que se encuentra en el lazo miocardiomiopático cerca de 

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

 
Figura 38.  Esquema lineal estructural de la cadena pesada β-miosina cardiaca región S1. Se muestran los 

sitios de interacción con la actina en la denomina región 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 aminoácidos 529-558 y los aminoácidos 647-659, estas secuencias forman alfa-hélices y 

mantienen  una interacción con la actina por fuerzas hidrofóbicas. Otra interacción primaria 

con la actina la forma el lazo 2 constituido por los aminoácidos 626 a 647, cuya interacción 

se produce por fuerzas iónicas. Adicionalmente, existe otro contacto con la actina en la 

región de 50kDa antes del lazo 2, específicamente entre los aminoácidos 567 a 578 y el 

lazo miocadiopatico por los aminoácidos 404-415.  Se infiere que la mutación R403Q,  no 

posee implicaciones a nivel de aceptación 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 

(aminoácidos 362-376), tiene importante influencia en la traducción de la energía y la 

posible interacción con la actina, y debido a la cercanía espacial de la mutación R403Q con 

esta región se puede pensar que tenga cierto grado de influencia en la interacción proteína-

proteína por el cambio en la nube electrónica circundante (Ajtai y col, 2004). 

 Al evaluar el modelo desarrollado en este trabajo se determina que el cambio de 

aminoácido Arg403Gln ocurrido en el lazo miocardiopatico, introduce una carga eléctrica 

de polaridad neutra, además de la reducción del número de átomos para la misma posición, 

siendo la glutamina un aminoácido con una cadena de carbono más corta que el aminoácido 

arginina. Asimismo el aminoácido Gln parece espacialmente más cercano a otra región del 

propio lazo miocardiopatico, todo esto puede llevar a implicaciones sobre la interacción 
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proteína-proteína, afectando la capacidad de unión de la cabeza globular con la actina 

(figura 39). 

Figura 39. Representación atómica de la posición 403 en el modelo S1 de miosina cardiaca. En gris se 

muestra la cadena carbonata de los aminoácidos Gln y Arg en la posición 403 de la región S1 de la cadena 

pesada β-miosina cardiaca.  

 

Desde el punto de vista estructural se pueden detallar con precisión los posibles 

efectos que conlleva la mutación R403 que aunque no interacciona directamente con la 

actina, si tiene efectos en el cambio de polaridad  de la región adyacente a lazo 2. Este 

efecto es evaluado en una mutación similar Arg405Glu estudiada en el trabajo de Lorenz y 

Holmes, 2010, además este estudio es el más reciente donde se explican detalladamente los 

sitios y los aminoácidos involucrados en la interacción actino-miosina, en la figura 40, se 

muestra el complejo actina-miosina y los monómeros 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 interacción mas 

fuerte con la miosina, estos dominios están 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 interacción más débil pero necesaria para el 

acoplamiento final de la actina con la miosina. Además se muestra la localización cerca del 

brazo de palanca de las proteínas cadena ligera esencial (ELC) y la proteína cadena ligera 

reguladora (RLC). 

 
Figura 40. Complejo actina-miosina y sitios en S1 implicados en la interacción y regulación de la actividad 

contráctil. Modificado de Lorenz y Holmes, 2010. 

El lazo miocadiopatico hace interacción hidrofóbica directa vía Glu 411 (S1) con la 

Lis 336 (AC3) (figura 41). La mutación Arg405Gln (similar a la Arg403Gln) produce 

severa MHF en humano y resulta en una disminución 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 repulsión electroestática por parte del aminoácido Glu, esto se detalla 

en la figura 41 donde la nube eléctrica se ve repelida por la actina (Nube azul en dirección a 

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

molécula  de ATP (Lorenz y Holmes, 2010). 

 
Figura 41. Interacciones electrostáticas entre los  lazos de la miosina con la actina. Tomado de Lorenz y 

Holmes, 2010. 

 
 

Haciendo analogía a los resultados encontrados por  estos autores, se puede inferir 

que la mutación R403Q tiene un efecto más repulsivo que la mutación R405Q, ya que se 

encuentra más cercana a la actina, y por tanto, debe tener un mayor riesgo en cuanto a la 

severidad de la patología. Desde el punto de vista estructural y molecular se recomienda un 

tratamiento con droga con efectos cronotropicos positivo que aumente el ritmo de 

contracción y así compensar la disminución que produce la mutación R403Q sobre la 

velocidad de desplazamiento sobre la actina. 
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IX. CONCLUSIONES. 

1. Se logró 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 observó 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 presentó la 

sensibilidad suficiente para detectar el cambio en la secuencia del amplímero en el 

exon 16 del paciente 001. 

4. Se detectó un cambio en la secuencia de uno de los veinte y dos (22) 

pacientes  involucrados en el estudio mediante análisis comparativo de secuencias. 

Lo que corresponde a un 4,5% de detección de la población evaluada.  

5. El cambio T por C del exon 16 del paciente 001, resulto ser un cambio 

sinónimo, verificado por análisis comparativo de la secuencia proteica de los 

controles y de la base de datos. 

6. Se logró representar la ubicación espacial de la mutación R403Q en el 

modelo realizado de β-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 país siempre que se consideren las 

siguientes recomendaciones y limitaciones: 

• Se recomienda contar con los datos clínicos y exámenes médicos de los 

pacientes para evaluar el criterio de inclusión en el estudio. 

• El estudio debe contar con un mayor número de personas controles, para 

poder determinar los polimorfismos propios de la población venezolana.  

• Debido a la alta variabilidad intra e intergenetica de la patología es necesario 

involucrar el análisis del resto de los exones del gen MYH7, además de estudiar en 

conjunto otros genes del sarcómero relacionados con MHF. Se podría incluir la 

evaluación de las regiones intronicas adyacentes de los exones ya que estas son 

regiones de importancia en la transcripción del ARNm. 

• Se debe realizar el diagnóstico clínico y molecular de la familia completa del 

paciente con sospecha de MHF, esto permitirá determinar si la mutación se debe a 

un defecto genético o pertenece a un caso esporádico, en este último caso se podría 

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

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

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

dentro del límite de resolución 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 número de muestras, verificación alterna de los resultados 

obtenidos con los métodos implementados y aumentar el límite de resolución y 

sensibilidad que se traducen en diagnostico mas asertivo. 

• Se debe contar con equipos termocicladores con alta capacidad para obtener 

un mayor número de amplificados en menos tiempo. 

• Para evaluar directamente las mutaciones en el tipo de modelo generado en 

este trabajo es recomendable realizar dinámica molecular, que permita distinguir las 

interacciones proteína-proteína y los posibles efectos que causan en estas 

interacciones. 
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XII. ANEXOS. 

1. CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN PROYECTO DE INVESTIGACIÓN: 

 

Título del proyecto: Genética Molecular e Identificación de las Mutaciones Asociadas a la 

Cardiomiopatía Hipertrófica Familiar (CHF) en la Población Venezolana. 

 

Investigador Principal: Dra. Rosalva Rodríguez Petit 

 

Nombre: __________________________________________________ 

 

Fecha:___________________________________ 

 

La Cardiomiopatía Hipertrófica Familiar es una enfermedad hereditaria, compleja, con 

características únicas. Es una enfermedad que afecta el tamaño del corazón, específicamente 

aumenta el ventrículo izquierdo, que es uno de los lados del corazón.  

 

Objetivo: El objetivo fundamental de esta investigación es el de realizar un estudio para identificar 

las mutaciones que se encuentren en las proteínas que forman el músculo del corazón (codificadas 

por los genes myh7, mybpc3 y myl2)  en pacientes de Venezuela con MHF. (Para que las personas 

entiendan mejor) 

Estas investigaciones serán realizadas por Investigadores del Instituto Venezolano de 

Investigaciones Científicas (I.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 diagnóstico clínico y mejorar las 

opciones de tratamiento, para los pacientes portadores de la enfermedad. 

 

Información para el Individuo: Para completar éste estudio se requiere de la participación de un 

grupo de personas que hemos denominado GRUPO CONTROL, las cuales son personas sanas que 

no padecen de ninguna afección cardiovascular. Ud está invitado a participar dentro de éste 

grupo. Sin embargo, su participación en éste estudio, es completamente voluntaria, si decide 

participar, puede retirarse del estudio sin perjuicio alguno, ni repercusiones de ningún tipo, en el 

momento que lo desee, como también será informado de cualquier cambio o información nueva 
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que ocurriese durante el estudio y que pueda afectar su participación. Esta investigación no 

implica riesgo alguno ni inconveniente para su salud. Para completar su participación Ud. debe 

responder un cuestionario, y proporcionar una muestra de sangre, que será colectada por 

personal capacitado para tal fin, para aislar el ADN genómico. 

 

Confidencialidad: Todos los datos obtenidos de éste estudio serán mantenidos en absoluto 

secreto y toda la información sobre su persona será sólo accesible a los investigadores y médicos 

involucrados en la investigación. Su identidad no será hecha pública en ninguno de los manuscritos 

científicos 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 extraídas serán utilizadas para obtener el 

ADN genómico, y serán almacenadas en el IVIC, bajo custodia de la Dra. Rosalva Rodríguez. Como 

parte de éste estudio se guardará una alícuota 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 deberán ser aprobadas por el Comité de Bioética 

del I.V.I.C así como también por los Comités de Bioética de las Instituciones participantes en el 

estudio. Ud. no recibirá ninguna compensación económica derivada de cualquier resultado 

producto de ésta investigación. 

 

Ud. puede decidir si desea o no que se guarde una alícuota de su ADN, así como también que sea 

contactado en el futuro. Marque con una X en la sección de abajo. 

 

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

 

_____ Yo no autorizo se guarde una alícuota de mi ADN para futuras investigaciones. 
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______ Puedo ser contactado nuevamente para información. 

 

_____  No puedo ser contactado nuevamente para información.  

 

 

Iniciales________         fecha:____________ 

 

Preguntas: Ud. Es libre de preguntar sobre este estudio y sus derechos en este proyecto de 

investigación. Cualquier Pregunta o Información puede dirigirse a: 

 

Dra. Rosalva Rodríguez Petit                                   Centro de Biología Estructural.                                                  

                                                                                      Lab Biología Molecular.  

          Teléf: 0212-5041715. 

        I.V.I.C. 

 

Dr. Raúl Espinosa                                                       Médico. Cardiólogo.  

              Unidad de Cardiología Hospital Pérez Carreño 

                   Consulta de Cardiología del Hospital de Clínicas Caracas 

                                                                                 Teléfono: 0416-6056384. 

        

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

                                                                                   ASCARDIO. Barquisimeto. 

       Teléfono: 0251- 2524876    

 

El propósito 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 participación en cualquier momento. 
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Firma del Individuo:______________________________________  

 

Fecha:__________________________________ 

 

Declaración del Investigador: 

Yo le he declarado al individuo arriba nombrado la naturaleza y objetivos de los procedimientos 

arriba descritos. Le he preguntado si tenía 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 cardíaca? 
 

 

 

4. Ha padecido Ud de Infarto? 
 

 

 

5. Padece Ud. de alguna enfermedad cardiovascular? 
 

 

 

6. En su familia se ha registrado alguna vez algún caso de muerte súbita? 
 

 

 

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

 

2. CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN PROYECTO DE INVESTIGACIÓN: 

 

Título del proyecto: Genética Molecular e Identificación de las Mutaciones Asociadas a la 

Cardiomiopatía Hipertrófica Familiar (CHF) en la Población Venezolana. 

 

Investigador Principal: Dra. Rosalva Rodríguez Petit 

 

Nombre: __________________________________________________ 
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Fecha:___________________________________ 

 

La Cardiomiopatía Hipertrófica es una enfermedad hereditaria, compleja, con características 

únicas. Es una enfermedad que afecta el tamaño del corazón, específicamente aumenta el 

ventrículo izquierdo, que es uno de los lados del corazón.  

 

Objetivo: El objetivo fundamental de esta investigación es el de realizar un estudio para identificar 

las mutaciones que se encuentren en las proteínas que forman el músculo del corazón (codificadas 

por los genes myh7, mybpc3 y myl2)  en pacientes de Venezuela con CHF. (para que las personas 

entiendan mejor) 

Estas investigaciones serán realizadas por Investigadores del Instituto Venezolano de 

Investigaciones Científicas (I.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 diagnóstico clínico y mejorar las 

opciones de tratamiento para los pacientes portadores de la enfermedad.  

Información para el Individuo, Representante o Tutor (en caso de menores de edad): Para 

completar éste estudio se requiere de la participación de un grupo de personas que tengan 

familiares directos con la Cardiomiopatía Hipertrófica Familiar. Ud. está invitado a participar   

dentro de éste grupo. 

 

Nombre del familiar :______________________________________________,  

 

Nexo: ___________________________ 

 

Médico Tratante:_________________________________________ 

 

Hospital o Clínica:___________________________________________. 

 

Sin embargo, su participación es completamente voluntaria. Si decide participar,  puede retirarse 

del estudio en el momento que lo desee, sin perjuicio  ni repercusiones de ningún tipo, para Ud. o 

para su familiar remitente. Si desea participar, será informado de cualquier cambio o información 

nueva que ocurriese durante el estudio y que pueda afectar su participación. 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 participación debe proporcionar una muestra de sangre, que será colectada por 

personal capacitado para tal fin, para aislar el ADN genómico, y responder un cuestionario 

personal relacionado con enfermedades cardiovasculares.  

 

 Confidencialidad: Todos los datos obtenidos de éste estudio serán mantenidos en absoluto 

secreto y toda la información sobre su persona será sólo accesible a los investigadores y médicos 

involucrados en la investigación. Su identidad no será hecha pública en ninguno de los manuscritos 

científicos 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 tomará una muestra de sangre (4 mL) para la extracción de su ADN 

genómico. 

 

Uso de las Muestras: Las muestras de sangre que le sean extraídas serán utilizadas para identificar 

las mutaciones responsables de la Cardiomiopatía Hipertrófica Familiar. Todas las muestras serán 

almacenadas en el IVIC, bajo custodia de la Dra. Rosalva Rodríguez. Como parte de éste estudio se 

guardará una alícuota 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 deberán ser aprobadas por el Comité de Bioética del I.V.I.C así como 

también por los Comités de Bioética de las Instituciones participantes en el estudio. El individuo no 

recibirá ninguna compensación económica derivada de cualquier resultado producto de ésta 

investigación. 

 

Ud. puede decidir si desea o no que se guarde una alícuota de su ADN, así como también que sea 

contactado en el futuro. Marque con una X en la sección de abajo. 
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_____ Yo autorizo se guarde una alícuota de mi ADN para futuras investigaciones. 

 

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

 

______ Puedo ser contactado nuevamente para información. 

 

_____  No puedo ser contactado nuevamente para información.  

 

 

Iniciales________         fecha:____________ 

 

 

Preguntas: Ud. Es libre de preguntar sobre este estudio y sus derechos en este proyecto de 

investigación. Cualquier Pregunta o Información puede dirigirse a: 

 

Dra. Rosalva Rodríguez Petit                                   Centro de Biología Estructural.                                                  

                                                                                      Lab Biología Molecular.  

          Teléf: 0212-5041715. 

        I.V.I.C. 

 

Dr. Raúl Espinosa                                                       Médico. Cardiólogo.  

              Unidad de Cardiología Hospital Pérez Carreño 

                   Consulta de Cardiología del Hospital de Clínicas Caracas 

                                                                                 Teléfono: 0416-6056384. 

        

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



145 
 

                                                                                   ASCARDIO. Barquisimeto. 

       Teléfono: 0251- 2524876    

 

El propósito 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 participación en cualquier momento. 

 

Firma del Familiar:______________________________________  

 

Fecha:__________________________________ 

 

 

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

años):_______________________________________________________ 

 

Fecha:____________________ 

 

Nombre:__________________________ 

 

Firma del Testigo:___________________   

 

Fecha:______________________ 

 

 

Declaración del Investigador: 



146 
 

Yo le he declarado al individuo arriba nombrado la naturaleza y objetivos de los procedimientos 

arriba descritos. Le he preguntado si tenía 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 cardíaca? 
 

 

 

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 algún caso de muerte súbita? 
 

 

 

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