Articulo Original

Estudio de Mutaciones Causadoras de Cardiomiopatia Hipertrofica
en un Grupo de Pacientes en Espirito Santo, Brasil

Jalia Daher Carneiro Marsiglia’, Maria do Carmo Pimentel Batitucci’, Fldvia de Paula’, Clara Barbirato’, Edmundo
Arteaga?, Aloir Queiroz de Aratjo’
Universidade Federal do Espirito Santo’, Vitdria, ES; Universidade de Sdo Paulo?, Sao Paulo, SP - Brasil

Resumen

Fundamento: La cardiomiopatia hipertréfica (CH) es la enfermedad cardiaca hereditaria mas frecuente, causada
por mutaciones en los genes codificadores para proteinas del sarcomero. Aunque se hayan identificado mas de 430
mutaciones en varios continentes y paises, no hay relato de que esto se haya estudiado en Brasil.

Objetivo: Conducir un estudio genético para identificar mutaciones genéticas que causan la CH en un grupo de pacientes
en el estado de Espirito Santo, Brasil.

Métodos: Usando la técnica SSCP, se estudiaron 12 exones de los tres principales genes involucrados con la CH: exones
15, 20, 21, 22y 23 del gen de la cadena pesada de la p-miosina (MYH?), exones 7, 16, 18, 22 y 24 del gen de la proteina
C unida a la miosina (MYBPC3) y exones 8 y 9 del gen de la troponina T (TNNT2).

Resultados: Se encontraron 16 alteraciones, incluyendo dos mutaciones, una de ellas posiblemente patogénica en el
gen MYBPC3 gen (p. Glu441Llys) y otra patogénica ya descrita en el gen TNNT2 (p. Arg92Trp); 8 variaciones de secuencia
raras y 6 variaciones de secuencia con frecuencia alélica mayor que el 1% (polimorfismos).

Conclusiones: Con estos datos, es posible concluir que el genotipaje de los pacientes es factible en nuestro medio. Es
posible que la variante p.Glu441Lys en el ex6n 16 del gen MYBPC3 sea patogénica, resultando en un fenotipo mas leve
que el encontrado en asociacion con otras mutaciones. La variante p.Arg92Trp en el ex6n 9 del gen TNNT2 no resulta en
un fenotipo tan homogéneo como el descrito anteriormente y puede llevar a hipertrofia grave. (Arq Bras Cardiol 2010;

10

94(1) : 10-17)
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Introduccion

La cardiomiopatfa hipertréfica (CH) es una enfermedad
cardiaca primaria, caracterizada por hipertrofia del ventriculo
izquierdo (VI), sin dilatacién, generalmente asimétrica
y principalmente septal, en ausencia de cualquier otra
enfermedad cardfaca o sistémica que puede llevar a la
hipertrofia miocardica'?. Ademas de la hipertrofia de las fibras
miocardicas, se produce un desarreglo histolégico de esas
fibras y grados variados de fibrosis intersticial y perivascular,
contribuyendo para el desarrollo de insuficiencia cardfaca,
isquémica miocardica, arritmia ventricular y muerte sibita’.

La CH es la enfermedad cardiaca genética mds comn, pero
solo a comienzos de los afos 90 se identificaron las mutaciones
genéticas causadoras de la enfermedad*®. Hasta ahora, se
identificaron 13 genes codificadores para proteinas del sarcémero
cardiaco, lo que lleva a la definicion de CH como siendo
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una enfermedad del sarcémero. No obstante, las mutaciones
encontradas en los genes de la cadena beta de miosina pesada
(MYH?), de la proteina C cardiaca unida a miosina (MYBPC3) y
de latroponina T cardiaca (TNNT2) son responsables por el 60 al
80% de los casos de CH2*. El tinico estudio genético disponible
para la CH en Brasil fue conducido por Tirone et al.”. Fue un
estudio pionero y la prevalencia de la CH en Brasil permanece
desconocida; en consecuencia, se sabe todavia menos al respecto
de la prevalencia de las mutaciones causadoras de la enfermedad.
En el estado de Espirito Santo, donde la poblacién estimada por
el Instituto Brasilefio de Geografia y Estadistica (IBGE) en 2008
es de aproximadamente 3.500.000 habitantes®, y admitiendo
que la prevalencia de la CH sea similar a la encontrada en
otros continentes (1:500), es probable que haya cerca de 7.000
pacientes con CH en el estado, lo que justifica los esfuerzos
para identificarlos de forma adecuada, asi como los portadores
familiares.

Métodos

Pacientes

Los pacientes incluidos en el estudio se seleccionaron a partir
de la revision de los archivos del Sector de Ecocardiografia del
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Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes - Universidad
Federal de Espirito Santo (HUCAM - UFES). Se contactaron
pacientes con un diagndstico ecocardiografico de CH y se les
invité a visitar el hospital, donde recibieron informaciones
sobre los objetivos de la investigacion, en la cual podrian ser
inmediatamente incluidos, si asi lo deseaban.

Evaluacion clinica

Cada individuo fue sometido a un examen clinico y
cardiaco, incluyendo historia, examen fisico y ecocardiograma,
conducido por cardiélogos con experiencia en CH.

Ecocardiograma con Doppler

Los ecocardiogramas fueron conducidos por cardiélogos
experimentados, usando un equipamiento modelo Acuson
Sequoia 512 (Mountain View, CA, USA), con transductor
de multifrecuencia (2,0 a 3,5 MHz), segunda armoénica
y Doppler tisular. Los pacientes fueron examinados en la
posicién izquierda lateral y los registros fueron grabados en
expiracion no forzada. Las medidas ecocardiogréficas en
modo unidimensional se obtuvieron durante el examen,
asi como las medidas de la velocidad y flujo miocérdicos
(Doppler pulsado, Doppler tisular y Doppler continuo). El
principal criterio para el diagnéstico de la CH fue el criterio
ecocardiografico, a través de la demostracién inequivoca de
espesor miocardico = 15 mm en cualquier segmento del VI
en ausencia de otra enfermedad cardiaca o sistémica que
cause hipertrofia ventricular.

Extraccion de ADN

El ADN total se extrajo de 2 — 5 ml de sangre periférico,
de acuerdo con la metodologia descrita por Miller et al.’.
El ADN extraido se cuantificé en un espectrofotometro
Thermo Scientific NanoDropTM® 1000 vy se diluyé hasta la
concentracién de uso (10ng/uL) en agua ultrapurificada.

Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)

Los exones 15, 20, 21, 22 y 23 del gen MYH7 (cadena
beta de miosina pesada), 7, 16, 18, 22 y 24 del gen MYBPC3
(protefna C cardiaca unida a miosina) y 8 y 9 del gen TNNT2
(troponina T cardiaca) se amplificaron mediante PCR en un
termociclador Applied Biosystems, modelo Veriti®, usando
primers descritos en el banco de datos CardioGenomics®.

Screening de mutaciones

Después de la amplificacion por PCR, el screening
de mutaciones se realizé por la técnica de polimorfismo
de conformacién de filamento Gnico o polimorfismo de
conformacion de cinta simple (SSCP, del inglés “Single Strand
Conformation Polymorphism”). Aproximadamente 10uL de
cada producto de la PCR se mezclé con 2uL de tampén de
carga para SSCP. Las muestras fueron desnaturalizadas a 94
°C por 10 minutos, mantenidas en hielo y aplicadas a los
geles. Los geles se sometieron a electroforesis a 6W por 12-
16 horas. Después de la corrida, los geles se colorearon con
nitrato de plata, de acuerdo con la metodologia descrita por
Bassam et al.™.

Analisis de Secuenciamiento y alteraciones

Los fragmentos con migraciéon anormal en el gel se
secuenciaron en la plataforma de secuenciamiento de
ADN de Embrapa — Laboratorio Cenargen — en Brasilia, DF,
Brasil. El andlisis de las alteraciones se realizé en base a la
secuencia de referencia (MYH7: NG_007884, MYBPC3:
NG_007667, TNNT2: NG_007556) del banco de datos de
secuencias génicas del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) disponible online', y se compararon
con las alteraciones ya descritas en el banco de datos Cardio
Genomics, disponible online®.

Grupo control

Se recolectaron muestras de sangre de un grupo control,
compuesto por 64 voluntarios adultos, no emparentados,
con salud aparentemente normal, sin historia familiar de
cardiomiopatias, normotensos, con examen fisico normal y
electrocardiograma normal, que fueron sometidos al mismo
proceso de las muestras de pacientes con CH fenotipicamente
demostrada.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado sin restricciones por el Comité
de Etica en Investigacién de la Universidad Federal de
Espirito Santo (Protocolo de Investigacién No. 058/07).
Todos los pacientes y voluntarios del grupo control recibieron
informaciones sobre los procedimientos, riesgos y beneficios
del estudio, y aquellos que consintieron en participar firmaron
el Término de Consentimiento Libre e Informado, también
aprobado por el Comité de Etica.

Resultados

El grupo de estudio estaba compuesto por 20 pacientes,
10 del sexo masculino, con edad promedio de 45,7 afos. El
grupo control estaba compuesto por 41 mujeres'y 23 hombres,
con edades variando entre 19 y 65 anos (promedio 44,3 +
11,7 anos). Las medidas ecocardiograficas obtenidas de los
pacientes se presentan en la Tabla 1. Todos los pacientes
presentan hipertrofia septal asimétrica > 15 mm, aumento
del atrio izquierdo como resultado de la disfuncion diastdlica
del VI (normal hasta 40 mm), didmetros ventriculares internos
normales (variacion 55 mm), excepto en 2 pacientes con
dilatacion leve y disminucién de la fraccion de eyeccién en
sélo 1 paciente (= 55% normal). En reposo, sélo el 25% de
los pacientes presentaban gradientes > 30 mmHg en la via
de salida del VI (CH obstructiva).

Los resultados del andlisis por SSCP y el secuenciamiento
mostraron 14 alteraciones, incluyendo dos mutaciones, 6
variaciones raras de secuencia y 6 polimorfismos. Los exones
estudiados estan involucrados en 139 de las 441 mutaciones
descritas para todos los genes, un poco por encima del 31%.

En el gen MYH?7, identificamos dos polimorfismos en el
intrén 19, ambos sustituciones A>G. El primero se identificé
en la posicién ¢.13615-64 y presenté una frecuencia del
25% en los pacientes y el 19,5% en los controles. El segundo
polimorfismo se identificé en la posicién c.13615-64 y
presenté una frecuencia del 100% en los controles y pacientes
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estudiados. En el intrén 22, se identificé una variacion rara
de secuencia, una sustitucion T> C en la posicién c.14663
+32. En el exén 22, también se encontré una variacién rara
de secuencia, una sustitucién A> C en la posicién c.14537,
que altera el codén de TCC para TCA, ambos serina. En el
exdn 23, se encontraron dos polimorfismos caracterizados por
una sustitucién T> C: el primero se identificé en la posiciéon
¢.15355 y modifica el codén GCT para GCC, ambos alanina,
y presentaban una frecuencia del 5% en los pacientesy 1,56%
en los controles. El segundo, en la posicién c.15431, altera el
codén de CTG para TTG, ambos leucina, y fue identificado
con una frecuencia del 2,5% en pacientes y del 0,78% en
los controles.

En el gen MYBPC3, se identific en un paciente la mutacion
G> Adeltipo sustitucion (Figura 1). La mutacién estd localizada
en la posicién c.11642 en el exdn 16 y altera el codon de
GAG> AAG, de esa forma alterando el aminodcido, de dcido
glutdmico para lisina. Ademas de ello, se encontraron en el
intrén 22 una variacién rara de secuencia y un polimorfismo.
La alteracién se identificé en la posicién ¢.13999+118 y es
una sustitucién G> A. El polimorfismo se caracterizé por una
sustitucién C> Gy se identificé en la posicién ¢.15130+19,
con una frecuencia del 5% en pacientes y del 3,125% en
controles. Una mutacion tipo sustitucién de C> T se encontr6
en el ex6n 9 de un paciente en la posicion c.8772 del gen
TNNT2 (Figura 2). Esta sustitucion altera el codén de CGG para

Medidas Ecocardiograficas de los pacientes

TGG, cambiando asi el aminoécido de arginina para triptofano.
Ademas de la mutacién, se identificaron dos variaciones raras
de secuencia en el intrén 8 y se identifico un polimorfismo
en el ex6n 9. La primera alteracién era una sustituciéon G> C
en la posicion c.8459+130 y la segunda era una sustitucion
C> T en la posicion ¢.8762-20. El polimorfismo identificado
era una sustitucién C> T en la posicién c.8816, que altera
el codén de ATC> ATT, ambos isoleucina. El polimorfismo
presentaba una frecuencia del 69,44% en pacientes y del
71,88% en los controles. El resumen de los resultados puede
verse en la Tabla 2.

Discusion

Mutaciones Gen MYBPC3, exon 16

La sustitucién G — A encontrada en el exé6n 16 del gen
MYBPC3 del paciente P4 altera el codén de GAG, que
codifica acido glutamico, para AAG, que determina lisina.
Esta mutacion fue inicialmente descrita por Seidman et al.’
en heterozigosis compuesta con la mutacion p.E258K en el
exé6n 7 del gen MYBPC3. Olivotto et al.™ también describieron
esta mutacion en heterozigosis compuesta con la mutacién
p.E258K. Aunque sea poco probable que los pacientes de
los estudios mencionados anteriormente sean el mismo
individuos, no podemos afirmar que no estén emparentados

RG Al(mm) DDVI (mm) SIV (mm) PP (mm) FEVI (%) Grad (mmHg)
P1 48,5 43 20,2 1,5 81,4 40
P2 48,6 49,8 20,7 89 729 12
P3 54 46 16 9 71 0
P4 44 44,7 23,2 12,9 774 57
P5 418 47,6 215 8 718 0
P6 48,9 424 16,6 12,4 75,6 38
P7 48,2 374 24,3 93 72,6 10
P8 55,7 48,2 20,7 15,4 60,1 12
P9 41,2 52,6 19 10,3 71,5 0
P10 58,9 58,1 17 10,9 49,6 0
P11 39,1 473 16,6 13,8 55 0
P12 41 39,8 25 10,1 66,7 0
P13 52,5 423 30,7 13,7 69,7 0
P14 40 43,1 22,7 12,6 69,5 12
P15 65,7 57,2 28,1 15,1 72,6 112
P16 332 47 16 74 79 0
P17 375 423 16 95 70 0
P18 50 45,7 219 11,1 71 0
P19 69 55,1 19 11 69 0
P20 44 52 16 11 63 85

Al - diametro diastdlico del atrio izquierdo; DDVI: diametro diastélico del ventriculo izquierdo; SIV: espesor del septo interventricular; PP: espesor diastolico de la pared
posterior; FEVI: fraccion de eyeccion del VI; Grad: gradiente sistélico de pico en la via de salida del ventriculo izquierdo.
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(comunicacién personal). Asi, la mutacion p.E441K todavia
no fue descrita sola, entonces no estd claro si ésta es capaz de
causar la enfermedad cuando se expresa aisladamente.

Olivotto et al.” relatan en su estudio que los portadores
de la mutacion doble presentaban un fenotipo més grave
que aquellos con mutacién simple. El paciente del grupo de
Seidman tenfa 29 afos, presentaba fenotipo grave, aunque
ellos no tuvieran mds informaciones detalladas sobre el
caso'"". El paciente P4 del presente estudio tiene hipertrofia
moderada, sin historia familiar de muerte sibita, sin relatos
de sincope y no presenta taquicardia ventricular no sostenida
en el ECG dindmico. El paciente se quejaba de angina de
esfuerzo y la angiografia coronaria mostré arterias coronarias
sin procesos obstructivos.

Niimura et al." observaron en su estudio que la
supervivencia de pacientes con mutaciones en el gen MYBPC3
era mayor que aquella observada con mutaciones en el gen
TNNT2 o alteraciones malignas en el gen MYH7. De forma
general, los datos indican que las mutaciones en el gen MYBPC3
estan relacionadas con formas mas leves de CH en muchos
pacientes con la enfermedad. En otro estudio independiente
con 22 familias, Richard et al." relataron que el 90% de las
familias que presentaban mutaciones en el gen MYBPC3
presentaban pronéstico benigno o intermediario. Ademas de
ello, en su estudio, éstos encontraron algunos pacientes con
heterozigosis doble u homozigosis para mutaciones y en tales
casos, el fenotipo era descrito como siendo més grave. Asi,
en esas familias, la edad del desarrollo de la enfermedad, el
grado de hipertrofia y el prondstico estaban relacionados al
ndmero de mutaciones. Asi, es improbable que los pacientes
de los grupos de Seidman et al."? y Olivotto et al." tengan un
fenotipo mds grave solamente debido a la mutacion p.E258K.
Con bhase en los datos clinicos, sugerimos que la combinacién

* B .z
Comunicacién personal.

de las dos mutaciones, la p.E258K y la p.E44 1K, es responsable
por el fenotipo y ambas, aisladamente, son capaces de causar
la enfermedad pero en su forma mas leve, como es tipico en
las mutaciones del gen MYBPC3.

Ademds de las evidencias clinicas, algunos datos de
estudios moleculares apoyan la hipétesis de que la mutacién
p.E441K es patogénica. Varias sustituciones de acido glutdmico
por lisina fueron descritas como estando involucradas en la
CH y en la cardiomiopatia dilatada (CD) en el banco de datos
del CardioGenomics, disponible online®. Solamente en el gen
MYBPC3, hay 3 sustituciones Glu — Lis involucradas con la
enfermedad. En el gen MYH7, hay 7 de esas sustituciones
involucradas con CH y una involucrada con la forma dilatada.
Hay dos sustituciones en cada uno de los genes TNNT2 y a-
tropomiosina, y hay una sustitucién en cada uno de los genes
de la o-actina, de la cadena leve esencial de la miosina y de
la cadena leve reguladora de la miosina.

Ademads de ello, al comparar la secuencia de aminoacidos
de la proteina MYBPC3 disponible en el banco de datos
NCBI'" en varios animales, es evidente que la regién donde
ocurrié la sustitucién esta bastante conservada en el hombre
(Homo sapiens), ratén (Mus musculus), rata (Rattus norvegicus),
perro (Canis lupus familiaris), buey (Bos taurus) y chimpancé
(Pan troglodytes), lo que sugiere que ésta es una region
importante de la proteina.

Sélo es posible asegurar que esta mutacién, en la forma
aislada, puede causar la enfermedad si la mutacién en
otros exones de ese gen y otros genes del sarcomero fueran
descartadas a través de estudios familiares. Juntos, los datos
clinicos y moleculares sugieren que la mutacién p.E441K es
patogénica.

Gen TNNT2, exon 9
La sustitucién C — T encontrada en el ex6n 9 del paciente

|

Figura 1 - Alteracion en el fragmento conteniendo el exon 16 del gen MYBPC3 a) Screening de mutaciones por SSCP en gel de poliacrilamida al 5%. C1, C2 y C3 con
patrén normal y P4 mostrando un patron diferente b) secuenciamiento del fragmento conteniendo el exén 16 del gen MYBPC3 de P4, mostrando una sustitucion G —

A en heterozigosis.

Arq Bras Cardiol 2010; 94(1) : 10-17

13



14

Marsiglia et al
Estudio de mutaciones causadoras de CH en Espirito Santo

Articulo Original

Figura 2 - Secuenciamiento de fragmento conteniendo el exén 8 y parte
del exén 9 del gen P5 TNNT2, mostrando una sustitucién C — T en
heterozigosis.

P5 genera una alteracién de codén de CGG para TGG,
alterando el aminoacido de arginina para triptofano. Esta
mutacién, a p.Arg92Trp o a p.R92W, fue descrita primero
por Moolman et al.’, con alta frecuencia entre los pacientes
estudiados, sugiriendo un efecto fundador. Los datos
clinicos de sus pacientes mostraron pequefa hipertrofia,
frecuentemente indetectable, el espesor medio maximo de la
pared de los pacientes estaba dentro de la variacién normal,
y ello se reflejaba en la baja penetracién de la enfermedad.
No obstante, el pronéstico asociado con la enfermedad
era extremadamente malo, particularmente para jovenes
adolescentes del sexo masculino y adultos jévenes. Ademés
de ello, datos de este estudio sugiere que las mutaciones en el
gen TNNT2 llevan a la insuficiencia cardiaca congestiva, a una
frecuencia mas baja que las mutaciones en el gen MYH?7.

En un estudio posterior, Moolman-Smook et al."”
investigaron 40 pacientes no emparentados y nuevamente
la mutacién p.Arg92Trp presenté alta frecuencia y los datos
clinicos eran similares a los del estudio anterior. De acuerdo
con los autores, la reduccién en la expectativa de vida asociada
con esta mutacién y el haplotipo bien preservado en muchas
familias sugiere un evento mutacional reciente.

En 2001, Varnava et al.'® también publicaron un estudio
realizado en Londres, en el cual los pacientes con mutaciones
en el gen TNNT2 presentaban mayor desarreglo miocardico,
menor fibrosis y peso del corazén reducido en comparacién

Arq Bras Cardiol 2010; 94(1) : 10-17

con pacientes que tenfan mutaciones en otros genes. El
estudio, por lo tanto, sugiere que el riesgo de muerte stbita en
pacientes con mutaciones en este gen debe estar relacionado
al aumento del desarreglo miocérdico, independiente
del grado de hipertrofia. No obstante, de acuerdo con
Ackerman et al.'®, hay excepciones para todas las asociaciones
genotipo-fenotipo y éste es el mayor impedimento para
utilizar el genotipaje aisladamente como herramienta clinica
y prondstica para pacientes individuales. En su estudio, un
paciente con la mutacién p.Arg92Trp presentaba hipertrofia
externa y su madre, afectada de forma similar, no presentaba
hipertrofia, y no habia relatos de muerte sibita en la familia.
Los autores mencionan que hay ademas muchos factores que
pueden confundir el fenotipo, tales como la expresion y la
variabilidad fenotipicas dentro de familias, el pequefio tamano
de las familias estudiadas, genes modificadores, el papel de
los polimorfismos y otros factores no genéticos. Estos factores
combinados pueden debilitar la premisa de que el riesgo de
muerte stbita esta asociado con una mutacion en particular.
Estos creen no todavia no hay conocimiento suficiente para
determinar qué mutaciones causadoras de CH, combinacién
de mutaciones y factores ambientales pueden influenciar el
desenlace clinico. En 2003, Van Driest et al.?* presentaron
un estudio con mutaciones en el gen TNNT2, en el cual los
pacientes no presentaban hipertrofia significante menor que
pacientes con mutaciones en otros genes y ninguno de ellos
tenia historia familiar de muerte sdbita.

En nuestro pacientes P5, la mutacién p.Arg92Trp llevé a un
fenotipo que puede ser considerado grave, pues el paciente
es bastante sintomatico, presentando hipertrofia moderada
a grave y relatos de recurrencia de sincope. Ademas de ello,
tuvimos acceso al ecocardiograma de su hijo de 18 afos, que
presenta hipertrofia masiva (33 mm), corroborando los relatos
de Ackerman et al.".

Variantes alélicas con frecuencias < 1%

Cada una de las alteraciones clasificadas como variantes
alélicas con frecuencia menor que el 1% fueron identificadas
en apenas 1 individuo (paciente o control), entre los 84
individuos analizados. Encontramos 5 alteraciones, 4
intrénicas y una exénica del tipo silencioso, que no altera el
aminodcido sintetizado.

Alteraciones en los intrones pueden o no afectar la proteina.
A fin de identificar correctamente y vincular las secuencias de
ARN que codifican las proteinas, los exones se deben diferencias
de los intrones. Hay varios motivos preservados en secuencias
de nucledticos cerca de los limites exon-intrén que acttian como
senales esenciales de splicing. Estas sefiales estan involucradas
con la escisién de intrones de ARN pre-mensajeros y la unién
de exones. Elementos adicionales conocidos como promotores
y silenciadores son necesarios para permitir un splicing normal
de las secuencias exénicas. Estos elementos regulatorios pueden
estar proximos (hasta 50-100 pb) o distantes (millares de PB) de
los locales de splicing®'.

Entre los cambios encontrados, dos estaban en regiones
proximas al limite del exén (+32 a -20) y dos estaban
en regiones mas distantes (+118 e +130). Sélo con las
técnicas utilizadas en este estudio, no hay evidencia que
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- Alteraciones encontradas en los pacientes con CH y en los controles

Frecuencia alélica

Gen Exoén Alteracion Posicion Tipo d.e'
Alteracion Pacientes Controles
20 ¢.13615-64A>G Intrén 19 Polimorfismo 25% 19,5%
20 ¢.13615-64A>G Intrén 19 Polimorfismo 100% 100%
2 C.14663+32T>C Intrén 22 Rara variacion de - -
secuencia
014537A>C Rara variacion de
22 TCC>TCA Exén 22 secuencia - -
MYH7 Ser>Ser
¢.15355 T>C
23 GCT>GCC Exén 23 Polimorfismo 5% 1,56%
Ala>Ala
¢.15431T>C
23 TTG>CTG Exén 23 Polimorfismo 2,5% 0,78%
Leu>Leu
¢.11642G>A
16 GAG>AAG Exon 23 Mutacion - -
Glu>Lys
MYBPC3 22 ¢.13999+118G>A Intrén 22 Rara variacion de . .
secuencia
24 ¢.15130+19C>G Intron 22 Polimorfismo 5% 3,125%
8 ¢.8459+130 G>C Intrén 8 Rara variacion de - .
secuencia
89 ¢.8762-20C5T Intrén 8 Rara variacion de i :
secuencia
TNNT2 €.8816C>T
9 ATC >ATT Exon 9 Polimorfismo 69,44% 71,88%
lle>lle
c.8772C>T
9 CGG>TGG Exon 9 Mutacion - -
Arg>Trp

estas alteraciones afecten la proteina. Variantes genémicas
que afecta el splicing (SpaGVs) pueden ocurrir en elementos
regulatorios exénicos o intrénicos y son dificiles de ser
definidas sélo por la secuencia de nucleétidos. Con todo,
estas alteraciones pueden llevar a anormalidades de splicing
catastroficas. En particular, SpaGVs pueden inducir la
exclusiéon de exones, activacién de locales alternativos de
splicing, o pueden alterar el equilibrio de formas alterativas
de splicing (isoformas) producidas y asi, resultar en fenotipos
de la enfermedad. La importancia de las variantes genémicas
(VQ) funcionales que estan localizadas lejos de los locales de
splicing es todavia mas dificil de ser identificada que la de las
adayacentes. Aunque no estén cerca de ninguna secuencia
regulatoria obvia, tales variantes pueden, por ejemplo, causar
la activacion de un nuevo sitio de splicing, que define los
limites del exon?'.

Las otras variaciones raras de secuencia encontradas eran
de tipo silencioso. Tales alteraciones generalmente no se
considerar por que no afectan la proteina sintetizada, pero
estudios han mostrado que éstas pueden ser importantes.

Mutaciones silenciosas son normalmente clasificadas
como polimorfismos alélicos y son consideradas neutras. Estas
definiciones pueden estar correctas en algunos casos, pero

cuando no se basan en la caracterizacion del nivel del mARN,
éstas pueden conducir a errores, porque mutaciones que
afectan la secuencia son importantes para la modulacién del
splicing y pueden llevar a efectos profundos en la traduccion
del producto. Muchos estudios han correlacionado mutaciones
de punto especificas en regiones codificadoras con la exclusién
del exén que contiene la mutacién. El hecho de que las
mutaciones silenciosas teéricamente causan la exclusién de un
exon es particularmente significativo, porque esas mutaciones
tienen que actuar a nivel del ARN. Estas mutaciones
probablemente alteran los elementos regulatorios que son
importantes para el splicing correcto. Aun asi, es probable que
esas mutaciones sean sub-relatadas, porque éstas pueden ser
percibidas incorrectamente como polimorfismos neutros que
no merecen mayor caracterizacion.

No es posible afirmar que las variaciones encontradas
aquf son patogénicas, ya que serfan necesarios estudios de
ARN para ello. No obstante, aun con técnicas sensibles como
las de secuenciamiento directo y el estudio completo de
todos los 13 exones de los genes involucrados en la CH, la
deteccién de mutaciones en pacientes es exitosa sélo en el
70% de los casos*'. Asi, es posible que algunas mutaciones
de splicing en intrén o exén estén subestimadas y es por ello

Arq Bras Cardiol 2010; 94(1) : 10-17

15



16

Marsiglia et al
Estudio de mutaciones causadoras de CH en Espirito Santo

Articulo Original

que creemos ser importante estudiar estas alteraciones y
publicar los resultados.

Variantes con frecuencia alélica > 1% (polimorfismos)

En este estudio encontramos 6 polimorfismos, 3 en la
region intrénica y 3 dentro del ex6n. Recientemente, se ha
sugerido que las causas genéticas de la susceptibilidad a las
enfermedades complejas pueden estar mas alla de mutaciones
missense y nonsense, las cuales son comtinmente estudiadas
en disturbios genéticos simples. Dentro de este especto, se
sospecha que polimorfismos que alteran la expresién génica
tengan un papel importante®.

Un estudio evalu6é un polimorfismo frecuente (mas del
50%), caracterizado por una delecion de 5pb en el intron
3 del gen TNNT2 en hipertrofia cardiaca y descubrié que la
frecuencia del alelo era significativamente mas alta en personas
con hipertrofia ventricular izquierda que en la poblacién
normal®*. El estudio también sugiere que el genotipo en
homozigosis para la delecién puede estar asociado con mayor
espesor de pared y aumento de la masa ventricular del VI en
la poblacién con hipertrofia. Con todo, sélo la presencia del
alelo no parece suficiente para causar la acentuada hipertrofia
cardfaca. Los resultados sugieren, por lo tanto, que el genotipo
predispone a los individuos a hipertrofia cardfaca.

Varios estudios han mostrados que los polimorfismos
en regiones distantes del local de splicing pueden estar
relacionados a enfermedades, afectando elementos
regulatorios. Hoogendoorn et al.?* estudiaron in vitro el
efecto de los polimorfismos en promotores de splicing y
descubrieron que una proporcién sorprendentemente alta
de polimorfismos, aproximadamente 1/3 en su estudio,
podian alterar la expresién del gen en el 50% de los
casos 0 mas. La frecuencia alélica de los polimorfismos
identificados en este estudio entre pacientes y controles
no fue estadisticamente significativa. Ello sugiere que los
polimorfismos no afectar el fenotipo. Ademas de ello,
los datos clinicos de los pacientes que tenfa o no tenian
polimorfismos eran similares.

Nuestro conocimiento de los elementos regulatorios del
genoma humano todavia es limitado y los polimorfismos
funcionales de esos elementos no pueden ser distinguidos de
forma clara de aquellos que no presentan efecto, solamente
considerando su secuencia®*. De esta forma, consideramos
relevante el estudio y la publicacién de los polimorfismos,
aun cuando éstos estén en regiones distantes de los locales
de splicing.

Sensibilidad del método

En este estudio, se identificaron mutaciones en 2 de 20
pacientes, el 10% de la muestra, por lo tanto. Seria de esperar
una proporcién mas alta, ya que los exones estudiados son
responsables por aproximadamente el 31% de las mutaciones
ya descritas. Varias posibilidades pueden sugerirse para
explicar la sensibilidad debajo de lo esperado y entre ellas,
tres merecen atencion.

Primeramente, el método en si no tiene una sensibilidad del
100% y ésta disminuye mucho con el aumento del tamafio del
fragmento®. Estudios sugieren que para fragmentos menores
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que 200 pares de bases, mas del 90% de las variaciones de
secuencias seran detectados. Cuando el fragmento aumenta
para 300-350 nucleéticos, mas del 80% de las mutaciones
seran detectadas. En nuestro estudio, sélo dos fragmentos
tenfan menos de 350 pb. La técnica de SSCP fue capaz
de detectar varias sustituciones, incluyendo los fragmentos
mayores, pero la sensibilidad del test puede mejorarse
utilizando fragmentos menores o variando otras condiciones
tales como la concentracién de bisacrilamida, glicerol etc.

Segundo, debe considerarse el tamafio de la muestra. En el
caso de un proyecto piloto, con el uso de un método trabajoso
de screening genético, involucrando varias etapas de laboratorio,
el tamano de la muestra fue inicialmente considerado suficiente,
dada la logfstica disponible, pero éste genera un impacto cuando
se evalla la sensibilidad del método.

Una tercera posibilidad es el perfil de la poblacién local. La
mayoria de los estudios de genotipaje en pacientes con CH son
del hemisferio Norte y las frecuencias de las mutaciones que
causan la enfermedad en paises de Sudamérica, como Brasil,
son todavia desconocidas y poco se sabe sobre su frecuencia
en paifses en desarrollo. Dado el mestizaje de la poblacién
brasilena, se espera alguna similitud con otras poblaciones
mundiales, pero esto es especulacién y es posible que la
prevalencia de genes afectadas sea diferente de lo descrito
para otras poblaciones. En 1999, un estudio en Sudafrica
mostré que las mutaciones descritas como predominantes
en el mundo eran aparentemente raras en el pais'’. Un
estudio de pacientes espafioles mostré que, en comparacion
con otras poblaciones, las mutaciones en los genes MYH7
y TNNT2 eran raras entre los pacientes estudiados®® y se
encontré una tasa muy baja de mutaciones en un estudio
con pacientes en Finlandia?’. Estos datos sugieren que cada
region puede tener un perfil de mutacién dnico y ello puede
tener efectos importantes en la implementacién del screening
poblacional.

Conclusiones

Considerando los objetivos del estudio, concluimos que
el genotipaje de los pacientes con CH es factible en nuestro
pais. Con relacién a las mutaciones, concluimos que es posible
que la mutacion p.E441K (p.CGlu441Lys) en el ex6n 16 del gen
MYBPC3 sea patogénica en su forma aislada, promoviendo
un fenotipo menos grave que cuando se asocia con otra
mutacién, y que la mutacién p.R92W (Arg92Trp) en el exon
9 del gen TNNT2 tiene un fenotipo que no es tan homogéneo
como fuera descrito anteriormente y que puede conducir a
hipertrofia grave.

Hasta donde sabes, ésta es la primera vez que una mutacién
causadora de CH se describe en Brasil. Dependiendo del
analisis adicional, uno de los pacientes en esta muestra
poblacional puede estar cargando una nueva mutacion,
cuando se la compara con los bancos de datos disponibles.
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