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I.RESUMEN

Antecedentes: La cardiomiopatia hipertréfica es una de las cardiopatias hereditarias mas
frecuentes en una proporcion de hasta 1-2 pacientes por cada 500 individuos, se hereda
de manera autosomica dominante. Diversas mutaciones se han descrito como causa
genética de la misma, entre las que se incluyen al gen delta sarcoglicano SGCD. El
presente estudio analiza la asociacion de esta patologia con el polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP) c¢.94C>G como marcador genético de riesgo para cardiomiopatia
hipertréfica en pacientes atendidos en el IMSS.

Objetivo: Determinar la asociacion del polimorfismo ¢.94C>G del gen delta sarcoglicano
como factor de riesgo en pacientes con cardiomiopatia hipertrofica atendidos en el
[.M.S.S.

Material y métodos: Se realiz6 un estudio de casos y controles, observacional, analitico,
transversal, retrospectivo en la UIM en Genética Humana del Hospital de Pediatria CMN
Siglo XXI del IMSS. El periodo de estudio fue de octubre de 2008 a abril 2010. Se
incluyeron en el estudio 32 pacientes con cardiomiopatia hipertréfica atendidos en el
Hospital de Cardiologia del Centro Médico Nacional S. XXI, asi como 100 individuos
sanos sin cardiomiopatia hipertréfica quienes acudieron al servicio de genética para
recibir asesoramiento genético. Se tomaron 5 ml de sangre periférica para extracciéon de
DNA y mediante PCR en tiempo real se identifico el polimorfismo tanto en el grupo de

casos como en el grupo control.

Resultados: La frecuencia alélica para el alelo C en el grupo control fue de 54.5%
(109/200) y en los casos de 72%(46/64). En tanto, la frecuencia para el alelo G en el
grupo control fue de 45.5%(91/200) y para los casos de 28%(18/64). El riesgo de
presentar cardiomiopatia hipertréfica fue 1.13 mayor (OR = 2.13; ClI = 1.157-3.93).
Ademas, al comparar la frecuencia del genotipo CC contra el genotipo GG el riego fue aun
mayor de presentar cardiomiopatia hipertrofica (OR = 3.845; p=0.043).

Conclusiones: El alelo C se asocia como factor de riesgo para cardiomiopatia
hipertréfica (OR =2.134; IC = 1.157-3.934; p = 0.014). EIl genotipo CC también se asocia
con un mayor riesgo (OR = 3.845; p=0.043) para la enfermedad, en relacién con el
genotipo GG. Debido a que el alelo C presentd un riesgo atribuible porcentual del 53% y
el genotipo CC del 74%, este polimorfismo puede ser utilizado como marcador genético

para cardiomiopatia hipertréfica.



II. ANTECEDENTES.

La cardiomiopatia (CM) es una enfermedad degenerativa primaria del miocardio
que se divide en hipertrofica (CMH) y dilatada (CMD). En la CMH el musculo
cardiaco presenta un incremento en la masa del ventriculo izquierdo que puede
progresar a dilatacién, insuficiencia cardiaca y tanto las miofibrillas, como los
cardiomiocitos se encuentran desorganizados® %> # °. Una consecuencia de este
desarreglo, es que los impulsos eléctricos corran andmalamente y se presenten
arritmias. En general, la CMH se presenta en dos formas; la obstructiva (CMHO) y
la no obstructiva (CMHNO). En pacientes con CMHO los sintomas son mas
severos y ocurren mas tempranamente; el indice de mortalidad anual total en
estos pacientes se estima en aproximadamente 2% al ano, en tanto que para los
pacientes con CMHNO es del 1% °.

El diagnéstico clinico de los pacientes con CMH se basa en la demostracion de
hipertrofia ventricular sin factores cardiacos o sistémicos que lo justifiquen. El
estandar de oro en su diagndstico es la ecocardiografia con la demostracién del
proceso de hipertrofia en ausencia de una causa estructural primaria. Hay algunos
datos clinicos, como la disnea en presencia de una buena funcién sistdlica o angor
con coronarias angiograficamente normales, que pueden orientar el diagndstico.
La mortalidad para pacientes con CMH es de 1-2% al afio, y en nifios cerca del
6% . El curso clinico de la enfermedad varia desde pacientes totalmente
asintomaticos, hasta aquellos con sintomas de falla cardiaca y muerte subita.

La CMH familiar es probablemente la enfermedad cardiovascular hereditaria mas
comun, se hereda de manera autosémica dominante 8 y afecta a 1 de cada 500

individuos (0.2%), esto supone una enorme carga y un elevado costo para las
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familias, el sistema de salud y la sociedad en general. De hecho, es la causa mas
comun de muerte subita entre adultos jévenes y una causa importante de
morbilidad y mortalidad entre los ancianos "% ™°.

El conocimiento de las bases genéticas de la cardiomiopatia es muy reciente y se
ha relacionado con mutaciones en distintos genes (tabla 1) que codifican
principalmente para proteinas del citoesqueleto y sarcoméricas (50-70% de los

CaSOS)11’12’13'14.

Otras mutaciones importantes se encuentran en genes
involucrados en el metabolismo energético (Frataxina, AMPK y COX15)'>"617 y en
la bioenergética mitocondrial (genes para tRNAs y ATPasa) (tabla 1)®.

Dentro de las proteinas del citoesqueleto implicadas en el desarrollo de
cardiomiopatias se ha mencionado a algunas que forman parte del complejo de
proteinas asociadas a distrofina (DAPC, por dystrophin associated protrein
complex), tales como la distrofina, los sarcoglicanos y otras no asociadas al DAPC
como la vinculina y la metavinculing®'92021:2223.24,

El DAPC es un grupo de proteinas periféricas e integrales inicialmente descrito en
la membrana celular del musculo estriado. Si bien no se conoce con precisiéon La
funcién de este complejo, se propone que cumple un papel estructural en la
proteccion del sarcolema al dafio inducido por la contraccién® y que participa en
mecanismos de transduccion de sefiales®.

El complejo DAP consta de tres sub-complejos de proteinas bien caracterizados;
1) el complejo de proteinas citoplasmaticas; dentro de las cuales se encuentran la

distrofina, las sintrofinas a1, 1 y B2 y las distrobrevinas a y B. 2) el complejo

distroglicano (DG); formado por los distroglicanos a y B; y finalmente, 3) el



complejo sarcoglicano-sarcospan; formado por las proteinas transmembranales

sarcospan®’ y los sarcoglicanos (SG) a, B, v, 5, € y d.

TABLA 1. DEFECTOS GENETICOS EN LA CARDIOMIOPATIA

PRODUCTOS GENETICOS AFECTADOS

FENOTIPO CARDIACO

Proteinas estructurales/contractiles
Cadena pesada beta de la miosina (-MHC)
Cadena pesada alfa de la miosina (a-MHC)
Cadena ligera esencial de la miosina (MYL3)
Cadena ligera reguladora de la miosina (MYL2)
Actina

Tropomiosina alfa (a-TM)

Troponina T cardiaca (TNNT2)

Troponina | cardiaca (TNN13)

Desmina

Delta sarcoglicano (6 -SGC)

Distrofina

Metabolismo y bioenergética

Proteina tri-funcional mitocondrial (MTP)

Palmitoiltransferasa Il de la carnitina (CPTII)
Deficiencia de la translocasa de carnitina acilcarnitina(CACT)

Transporte de carnitina (OCTNZ2)

Tafazzina (G4.5)

Metabolismo del Fe++ mitocondrial (frataxina)

Acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga (VLCAD)

Glucosidasa alfa lisosomal (maltasa acida/almacenamiento
de glucogeno)

Enzima desramificadora del glucogeno (AGL)

Galactosidasa alfa (GLA)

Metabolismo mitocondrial de heme (COX15)

Subunidad delta-2 de la proteina cinasa activada por AMP
(AMPK)

ADN mitocondrial

tRNAleu, tRNAIlys, tRNAile, tRNAgly
ATP-asa-6

Deleciones esporadicas del DNA mitocondrial

HCM: miocardiopatia hipertrofica DCM: miocardiopatia
dilatada DMD: distrofia muscular de Duchenne. DMB:
distrofia muscular de Becker

CMH

CMH

CMH

CMH

CMD, CMH

CMH

CMH

CMH

CMD

CMH, CMD

CMD (DMD/DMB)
Arritmias cardiacas, muerte
subita, CMD
Arritmias cardiacas,
subita, CMD
Arritmias cardiacas,
subita, CMD

CMH, CMD

CMD (Barth)

CMH (Ataxia de Friedreich)
CMH, muerte subita,
Pre-excitacion ventricular.
CMH (Pompe)

muerte

muerte

CMH (Cori)

CMH (Fabry)

CMH fatal precoz.

CMH, defectos de la
conduccion  (Wolff-Parkinson-
White)

CMH (MELAS, MERRF)
CMH (Leigh)

CMH defectos
conduccion (KSS)

de la

Tomada de Marin-Garcia J., 2004
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En el DAPC, la distrofina y los sarcoglicanos son los mas relacionados con las
CM. Las mutaciones en el gen de distrofina provocan la distrofia muscular de
Duchenne/Becker®®, este tipo de pacientes frecuentemente desarrollan
cardiomiopatia dilatada (CMD)?, sin embargo, hay casos de CMD ligada al X, en
los que la enfermedad del musculo esquelético no existe o es muy leve®**. Por

otra parte las mutaciones en los genes SG a, B, yy 6 también causan distrofias

musculares de cintura autosémicas recesivas (LGMD2D al 2F, por Limb-Girdle
Muscular  Dystrophy), denominadas sarcoglicanopatias®"®?, las cuales
frecuentemente se encuentran asociadas con CMD.

Los SG's a, B, vy, d, €, y dtiene pesos moleculares de 50, 43, 35, 35, 50 y 40 kDa,
respectivamente?®®; se encuentran formando un complejo heterotetramérico que
se encarga de dar estabilidad a la membrana plasmatica del citoesqueleto y
soporte a la asociacion entre la distrofina y los distroglicanos. Es posible que la
asociacion de los sarcoglicanos B, y y 6, funcione como un receptor para un
ligando desconocido, por lo que podrian parecerse a otras moléculas receptoras
en la superficie celular y ser parte de una ruta de senalizacion. Por otra parte, el
SG a, que se une con menor fuerza al complejo sarcoglicano, podria ser un
efector secundario en la cascada de sefializacion®*.

Los SG a y ¢ presentan una homologia gendmica del 63% y 43% de identidad
proteica®®, mientras que los SG’s y Yy 0 la presentan 70% a nivel genémico y 55%
a nivel de proteina®'. Por su parte 3SG posee el 57% y 55.7% de homologia en

sus aminoacidos con los SG’'s 60y y, y un 74.8% y 74.2% de similitud a nivel

gendmico respectivamente®. Adicionalmente, los SG tienen el mismo nimero de
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residuos (231) en el extremo carboxilo terminal, esta porcion es extracelular y es
rica en residuos de cisteina que forman puentes disulfuro y los mantienen juntos.
Esta porcion es altamente conservada en los SG's B, y y & 31 por lo que la
presencia de mutaciones en alguna de estas cisteinas son causa de LGMD, como
en el caso de SG-y donde se origina la LGMD tipo 2C (LGMD2C)*.

En modelos animales deficientes en los SG’s B y & se demostré que la ausencia
de cualquiera de estos provoca distrofia muscular grave progresiva, similar a las
LGMD descritas en pacientes e igual que en estos, también se desarrolla
cardiomiopatia dilatada®*®3°%° Asi mismo, se ha propuesto que la CMD es
causada por la pérdida completa del complejo SG-SPN en el musculo liso
vascular®’, ya que, la formacién del complejo sigue una ruta de ensamblaje
especifica, en la que los SG’s 3 y 0 parecen ser muy importantes, puesto que son
los primeros en unirse para formar el complejo. Por lo tanto, la deficiencia de
alguno de los SG’s, deriva en una disminucion o pérdida total del resto de los
miembros del complejo SG. La pérdida del complejo SG-SPN genera la presencia
de zonas de constriccion vascular que provoca una lesion isquémica y da como
resultado, la aparicion de areas de necrosis, el inicio de la cardiomiopatia y el
agravamiento de la distrofia muscular. Esto sugiere que la biosintesis y ubicacion
de estas proteinas en la membrana esta estrechamente ligada 33847,

La proteina del SG-6 se codifica por el gen SGCD que posee 8 exones y se

encuentra en el cromosoma 5 (5933-934). En el humano, el mRNA sufre un

procesamiento en el cual se originan dos variantes: delta sarcoglicano 1 (6-SG1) y

delta sarcoglicano 2 (6-SG2), las cuales comparten una similitud a nivel de
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proteina del 95% con ratén?"*'. Recientemente se reporté una tercera variante en
raton denominada 5-SG3*2. La variante mas comun es 8-SG1, la cual es similar al
SG-y y codifica una proteina de 35 kDa con 290 aminoéacidos y con una sola
region transmembranal*'. En el ratén se compone de 289 aminoacidos y ambas
comparten un 95% de identidad a nivel de proteina21, ademas de encontrarse en
el sarcolema, el SG-0 también se localiza en la cisterna terminal del reticulo
sarcoplasmico de musculo esquelético de manera independiente a distrofina. A
partir de esta informacion se ha sugerido que esta proteina podria participar en la
regulacion del calcio **%.

Algunas variaciones en la secuencia de los alelos del gen delta sarcoglicano
(SGCD) se han asociado con LGMD-2F, con CMD y con CMH***4¢_ Hasta el

momento se reportan 27 variaciones en el gen SGCD (tabla 2;

http://www.dmd.nl.sgcd_seqvar.html), de las cuales 3 son mutaciones que se

consideran causantes de CMD (c.212G>C)*’; ¢.(451T>G y c.699+13_699+15del) y
el polimorfismo ¢.94C>G que se asocia con CMH™.

Este polimorfismo también se denomina 5 UTR G/C, debido a que se encuentra
ubicado en el nucledtido 94 del primer exdn, en la region no traducida (UTR) del
gen SGCD. Los nucledtidos implicados en este polimorfismo son guanina (G) y
citosina (C), donde el alelo C se ha identificado como un factor de riesgo en
pacientes con CMH*.

A diferencia de las mutaciones, los polimorfismos son variantes alélicas que
existen de forma estable en una poblacion, presentan una frecuencia de al menos

1% (una mutacion tiene una frecuencia menor) y habitualmente se les considera
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factores de riesgo para enfermedades hereditarias. Existen varios tipos de
polimorfismos, sin embargo, los mas frecuentes son los de variacion de una sola
base SNP (Por Single Nucleotide Polymorphism). Aproximadamente 1 cada 200-
300 bases del DNA del humano podria ser un SNP*. Los SNP’s pueden
encontrarse en las regiones codificadoras (exones), en las no codificadoras
(intrones y promotores) y en las que no se traducen a proteina (5’ y 3' UTR).
Muchos de los SNP’s pueden producir susceptibilidad a enfermedades como
cancer de mama*®, cancer de colon®, etc.

Se ha descrito que las regiones 5UTR tiene papeles cruciales en muchos
aspectos de la regulacion postranscripcional de la expresion génica, como el
transporte nucleo-citoplasma, la eficacia de la traduccion, la localizaciéon subcelular
y la estabilidad del RNA mensajero (MRNA)*"°2°354%5 por |o tanto, los cambios en
el UTR pueden afectar cualquiera de los pasos de la regulacion postranscripcional
y conducir a varias patologias como el cancer de prostata®®; leucemia®’, ataxia
telangiectasia®® y melanoma familiar®® por mencionar algunos.

El polimorfismo ¢.94C>G (5-UTR C/G) del gen SGCD se analizé en distintos
bancos de DNA que contienen muestras de distintas poblaciones y se encontro
que la frecuencia alélica de la poblacion Japonesa presenta una frecuencia del
alelo G mucho mayor (0.844) con relacion al alelo C (0.156) y que en las
poblaciones del norte y oeste de Europa, asi como en la Africana la frecuencia es
mayor para el alelo C (0.828) que para el alelo G (0.172). El alelo C de este
polimorfismo se ha reportado como factor de riesgo en pacientes japoneses con
CMH y angina espastica (OR, 3.1; 95% intervalo de confianza, 1.0 a 9.5; p=

0.045)*.
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TABLA 2. VARIACIONES REPORTADAS PARA LA SECUENCIA DEL GEN SGCD.

EXON CAMBIO NUMERO DE | FRECUENCIA | ENFERMEDAD
IDENTIDAD

1 c.94C>G SGCD_00027 | - CMH

2 c.43-44A>C SGCD_00024 | 2/454 -

3 c.84T>C SGCD_00022 0.4 -

3 c.89G>A SGCD_00003 | - DMDL

3 €.192+39267T>C | SGCD_00012 0.62 -

3 €.192+76044A>G | SGCD_00013 0.03 -

4 c.193-14304A>T | SGCD_00014 0.79 -

4 ¢.193-13512C>T | SGCD_00015 | 0.22 -

4 €.193-13439G>T | SGCD_00016 0.08 -

4 c.212G>T SGCD_00026 | - CMD

4 c.277G>T SGCD_00006 | - LGMD-2F

4 c.290G>A SGCD_00023 0.06 -

5 €.295-498A>G SGCD_00017 0.063 -

5 €.295-38T>A SGCD_00010 1/200 -

5 c.309C>T SGCD_00011 - -

5 €.382+2036°>G | SGCD_00018 0.345 -

6 c.383-171A>G SGCD_00019 0.138 -

6 c.383-21C>G SGCD_00025 | 2/454 -

6 c.4517>G SGCD_00007 | - CMD-1L

6 c.493C>T SGCD_00002 | - DMDL

7 €.575+54942C>T | SGCD_00020 0.9 -

8 c.576- SGCD_00021 0.874 -
48913_576-
48912insTTGT
c.593G>C SGCD_00009 | - DMDL
c.657delC SGCD_00005 | - -
C.784G>A SGCD_00004 | - LGMD-2F
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ll. JUSTIFICACION.

La presencia e integridad del complejo SG-SPN en el tejido muscular es de gran
importancia, puesto que, la deficiencia o ausencia del mismo puede provocar el
desarrollo de cardiomiopatias que pueden o0 no estar asociadas a alteraciones en
el sistema musculo-esquelético. No obstante lo anterior, son pocos los estudios en
donde se asocien a mutaciones especificas de los SG’s con el desarrollo de
cardiomiopatias en humanos. En particular, se ha mencionado que las
modificaciones en el gen SGCD, pueden ser causantes de CMH y CMD familiar o

14‘63, o bien, ser un factor

esporadica sin afeccion a sistema musculo-esquelético
predisponente para el desarrollo de CMH*.

Se ha reportado que la prevalencia de CMH en la poblacién general es de 1 en
500 y se dice que es la enfermedad cardiaca mas frecuente (0.2%) transmitida
genéticamente con una mortalidad de 3-4% al ano.

Recientemente, se encontré que el alelo C del polimorfismo ¢.94C>G es un factor
de riesgo significativo para complicaciones de isquemia en pacientes con CMH
en poblacion Japonesa®®. Por ello es clara la importancia del analisis del
polimorfismo ¢.94C>G en nuestra poblacion, a fin de conocer si este podria servir
como marcador genético de riesgo para CMH. Nuestro grupo reporto la frecuencia
del polimorfismo ¢.94C>G en poblacién amerindia y mestiza de México, con una
frecuencia en amerindios de 0.47 para el alelo C, y en mestizos de 0.54; en
relacion a la frecuencia del genotipo CC para poblacién amerindia se encontré de
0.24 y para poblacién mestiza de 0.28, y, en este contexto, es claro entonces que

el polimorfismo ¢.94C>G del gen SGCD puede contribuir a la patogénesis de la

CMH ©°, misma que se considera un problema de salud. Por todo lo anterior
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resulta importante reconocer la frecuencia de este polimorfismo en la poblacion
con cardiomiopatia en México a fin de analizar si la presencia del mismo es un

factor de riesgo para CMH en poblacion mexicana.

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La identificacion y el analisis del polimorfismo ¢.94C>G en nuestra poblacién
podria servir como marcador genético de susceptibilidad para el desarrollo de
CMH. EI establecimiento de esta relacidon nos permitiria aportar informacién
relevante para el manejo de estos pacientes.

En consecuencia las preguntas de investigacion que se plantearon son: a)
¢ Existe alguna asociacion entre el polimorfismo y el desarrollo de CMH? Y, b)
¢ Puede este polimorfismo servir como marcador genético de riesgo para el

desarrollo de CMH?

V. HIPOTESIS.
HIPOTESIS GENERAL: El polimorfismo ¢.94C>G se encuentra asociado como

factor de riesgo en pacientes con CMH atendidos en el IMSS.

VI. OBJETIVOS.

Objetivo general.

Determinar la asociacion del polimorfismo ¢.94C>G del gen delta sarcoglicano
como factor de riesgo en pacientes con cardiomiopatia hipertréfica atendidos en el

.M.S.S.
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Objetivos especificos

1.- Determinar la frecuencia del polimorfismo ¢.94C>G en individuos sanos y en
pacientes con cardiomiopatia hipertrofica, mediante PCR en tiempo real.

2.- Analizar las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg de las frecuencias
obtenidas para cada grupo y compararlas entre si para obtener la asociacion del
polimorfismo con la cardiomiopatia hipertrofica.

3.- Realizar el calculo del OR para predecir el riesgo existente.

VIl. MATERIALES y METODOS.

Este estudio se desarroll6 en el laboratorio de Investigacion en Genética Humana
de La Unidad Médica de Alta Especialidad del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional siglo XXI. En coordinacion con el Hospital de Cardiologia del
mismo Centro de atencion.

Disefio. Este protocolo corresponde a un estudio observacional, analitico,
transversal y retrospectivo. Este trabajo intenta responder a preguntas de
investigacién concretas planteadas en el apartado correspondiente.

Criterios de inclusién. Se analizaron 32 casos que correspondieron a individuos
nacidos en México (al igual que sus padres y abuelos) referidos al servicio de
ecocardiografia del Hospital de Cardiologia del CMN Siglo XXI por las clinicas u
hospitales de zona del IMSS con diagndstico clinico y/o electrocardiografico de
CMH. EIl diagndstico de CMH se corroboré por ecocardiografia doppler, modo M y
bidimensional, todo paciente con 2 criterios mayores o 1 mayor y 1 menor se
consideraron portadores de CMH en ausencia de otra alteracion estructural. Los

criterios mayores y menores son los siguientes:

18



Criterios Mayores:

Ecocardiograficos:

1.- Hipertrofia ventricular >13mm en el septo anterior o pared posterior o >15mm
en el septo posterior o la pared lateral.

2.- Movimiento sistodlico anterior (SAM) con contacto septal.

Electrocardiograficos:

1.- Criterios de hipertrofia ventricular con alteraciones de la repolarizacion (Romhilt
& Estes).

2.- Ondas T negativas (3mm en cara anterior o 5mm en cara inferior).

3.- Ondas Q patoldgicas (>40 ms 0 >25% de la onda R)

Critérios Menores:

Ecocardiograficos:

1.- Hipertrofia ventricular 12mm en septo anterior o pared posterior o 14mm en el
septo posterior o la pared lateral.

2.- SAM incompleto.

3.- Valvula mitral redundante.

Electrocardiograficos:

1.- Bloqueo completo de rama o alteraciones de la conduccién intraventricular en
precordiales.

2.- Alteraciones leves repolarizacion en precordiales.

3.- Onda S en V2 >25mm.

4.- Sintomas (sincope, dolor precordial o disnea) no explicadas.

Grupo Control: Se analizaron 100 controles que fueron individuos adultos

nacidos en México (al igual que sus padres y abuelos) en los que no existe
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diagnostico ni tienen antecedentes familiares de CMH. Estos fueron seleccionados

de los individuos que llegan a asesoramiento genético a la consulta externa del

servicio de Genética del Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI, enviados a la

Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana del mismo hospital en

donde se les realizd la obtencidon de datos, se firmod el consentimiento informado

(Anexo 1) y se realizo la toma de muestra.

VARIABLES.
VARIABLES DEMOGRAFICAS
) ) ESCALA DE
DEFINICION DEFINICION TIPO DE MEDICION Y
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE UNIDADES DE
MEDICION
' Discontinua
Tlempo que ha Suma que resulta de la Cuantitativa
vivido una , ~
fecha actual a la fecha de En numero de afios
Edad persona desde nacimiento
su nacimiento
grogitig:m%g Nominal Dicotomica:
Sexo org q Cualitativa Femenino
distingue entre .
! Masculino
mujer y hombre
VARIABLES DE RESULTADO
Alteracion
estructural con
. Se toman en cuenta los . o
engrosamiento - Nominal dicotomica
. criterios mayores y ) e ;
Dependiente de las paredes . Tiene cardiomiopatia
o f h menores mencionados . -
Cardiomiopatia del corazoén o hipertréfica
. e . para establecer el Cualitativa 3
hipertréfica incluyendo septo diaanostico de No tiene
ventricular en el gnos , cardiomiopatia
cardiomiopatia ; s
que se afecta . g hipertréfica
> hipertrofica
musculo
cardiaco
Polimorfismo de .
Deteccion de una . C
un solo ! o Nominal dicotémica
. . i variante alélica
independiente nucledtido; en el encontrada por PCR en
SNP alelo C cual hay una P cualitativa Tiene el alelo C

sustitucion de
una guanina por
una citosina

tiempo real, con
sustitucion de una
guanina por una citosina.

No tiene el alelo C.
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Material Bioldgico. Se utilizaron 5 ml de sangre periférica de todos los individuos
incluidos en el estudio, las cuales se tomaron en tubos con anticoagulante (EDTA).
Obtencion del DNA de las muestras. Se realizé la extraccion del DNA gendmico
de las muestras de sangre mediante la técnica de sales en la cual, la sangre se
centrifugd a 3500 rpm por 15 minutos para separar leucocitos y se realizé de 2-3
lavados con solucion de lisis (Tris 10mM pH 7.6, MgCl2 5mM y NaCl 10mM) las
células blancas se resuspendieron en 60 pl de NaCl 5mM y se le agregaron 90 pl
de SDS al 10%. Se agité vigorosamente en el vortex y se dejé incubar por 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, agregamos 600 ul de NaCl
saturado, se mezclé y se incub6é a temperatura ambiente por 5 minutos. Se
centrifugd a 15000 rpm por 15 minutos, se recupero el sobrenadante y se precipitd
el DNA con 2 volumenes de etanol absoluto. EIl DNA obtenido se lavd en dos
ocasiones con etanol al 75%, se dejo secar y después se resuspendié en agua
desionizada estéril. Se cuantifico el DNA y se revis6 su integridad por
electroforesis en un gel de agarosa. Todas las muestras se ajustaron a una
concentracion final de 10 ng/pl.

Andlisis del polimorfismo c.-94C>G. El analisis del polimorfismo fue realizado
usando discriminacion alélica por PCR tiempo real. El polimorfismo ¢.94C>G fue
genotipificado  mediante el ensayo TagMan (C_26840118_10; ensayo de
genotipificacion de polimorfismo de un solo nucledtido TagMan; applied
Biosystems) y utilizando un equipo ABI Prism 7900HT (applied Biosystems). La
PCR en tiempo real se realiz6 a través de los siguientes ciclos: preincubacion por

10 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos a 92°C y un minuto a 60°C.
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Andlisis estadistico. Se analizaron las desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg mediante el analisis de chi-cuadrada y las diferencias significativas se

consideraron con valores de p < 0.05 (http://igh2.helmoltz-muenchen.de)

VIIl. CONSIDERACIONES ETICAS.

El presente estudio se apegd a los lineamientos éticos contemplados para la
investigacién en seres humanos de la declaracién de Helsinki y a la Ley General
de Salud en materia de Investigacion en Salud Mexicana. De acuerdo al articulo
17 del capitulo | del titulo segundo del Reglamento de la Ley General de Salud
corresponde a un estudio de riesgo minimo, donde se requirié la toma de muestra
de sangre periférica, con la autorizacién de los pacientes y controles participantes,
toda vez que se mostrd, leyd, explicd y se firmé el consentimiento informado.
Todos los resultados fueron manejados en forma confidencial.

Esta Investigacion no involucré intervenciones ni modifico la atencion médica del
paciente. El protocolo fue aprobado por la Comision Nacional de Investigaciéon
Cientifica de la Coordinacién de Investigacion en Salud del Instituto Mexicano del

seguro Social con No. de Registro 2008-785-032.

IX. RESULTADOS

En el presente estudié se incluyeron 132 muestras de ambos sexos, divididos en
dos grupos, un grupo de casos compuesto por 32 individuos con diagndstico
corroborado de cardiomiopatia hipertréfica, y un grupo control compuesto por 100

individuos sin evidencia clinica de la enfermedad.
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Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo ¢.94C>G

en cada uno de los grupos (casos y controles), mediante PCR en tiempo real

(Anexo 2). La frecuencia alélica para el alelo C resultdé ser de 54.5% (109/200)

para los controles y de 72% (46/64) para los casos. La frecuencia del alelo G fue

de 45.5 % (91/200) para los controles y de 28% (18/64) para los controles. Por lo

que el alelo C fue mas frecuente en los casos que en los controles con una

diferencia estadisticamente significativa (p=0.0014, Tabla 3) y un riesgo 1.13

mayor (OR = 2.13; Cl = 1.157-3.93) de presentar CMH en comparacion con el

alelo G (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo ¢.-94C>G en los controles y los casos de CMH.

Frecuencia Genotipica Frecuencia Alélica
n (%) n (%)
n
CvsG CCvs GG
cc ce GG ¢ G (C.1. 95%) (C.1. 95%)
CONTROL 100  28(028)  53(0.53) 19(0.19) 109 (0.545)  91(0455) OR=2.134 OR = 3.845
Cl={1167:3.934] 20 s

CMH 32 17(0531)  12(0.37)  3(0.094) 46(0.72)  18(0.28) P=0.014
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El grupo control estuvo conformado por 73 individuos de sexo femenino y 27 de

sexo masculino. En los casos se conformé por 13 mujeres y 19 hombres. Se

realizé una comparacién entre el sexo en cada grupo con la frecuencia alélica del

polimorfismo y no se encontrd diferencia estadistica en ambos grupos, como se

muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Riesgo de padecer cardiomiopatia hipertréfica en los individuos participantes segun su
sexo y genotipo, Instituto Mexicano del Seguro Social, México 2008-2010.

Sexo Aleloy Casos Controles Razdon de momios P
genotipo
C 19 81 2.178 (0.863-5.5) p=0.09379
Mujeres G 7 65 0.459 (0.182-1.16) p=0.09379
CC/GG 6/0 2012 - -
C 27 28 2.279 (0.944-5.50) p=0.06441
Hombres G 11 26 0.439 (0.182-1.06) p=0.06441
CC/GG 11/3 8/7 3.208 (0.63-16.38) p=0.15305

FUENTE: Original.
Las celdas canceladas por guiones significan ausencia de datos o insuficiencia
de estos para calcular los riesgos.
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La edad promedio en afos en el grupo de casos (n = 32) fue de 53.85 afos, con
una desviacion estandar de 14.97 afios. La edad promedio en el grupo de
controles (n = 100) fue de 42.78 afios, con desviacion estandar de 8.41 afos. Se
realiz6 comparacion estadistica y no se encontro diferencia significativa.

El riesgo atribuible porcentual en los individuos que presentaron el genotipo CC,
fue 74% con lo cual, si se detectara el genotipo antes de que la enfermedad se
haga evidente, se podria realizar un diagndstico y vigilancia oportunos en los
casos de cardiomiopatia hipertrofica antes de la aparicion de los sintomas y signos
clinicos de la enfermedad en ese mismo porcentaje. El riesgo atribuible para el

alelo C fue de 53.13%

X. DISCUSION.

Las mutaciones en el gen SGCD se han reportado asociadas al desarrollo de
distrofia muscular de cintura, CMD y CMH. Por lo que en este estudio se analizo la
frecuencia del polimorfismo ¢.94C>G del gen SGCD en casos y controles con la
finalidad de conocer si este se asocia como factor de riesgo para CMH.

Los resultados mostraron que el alelo C se encuentra asociado como factor de
riesgo para CMH, con un OR = 2.13 y p = 0.014. Debido a que la asociacion de
este polimorfismo solo ha sido asociada como factor de riesgo para angina en
pacientes japoneses con CMH, este seria el primer estudio en donde se encuentra
una asociacién como factor de riesgo de este polimorfismo para CMH.

Los datos para el alelo C son consistentes con los reportados en pacientes
japoneses con CMH, en donde se considerd a este alelo un factor de riesgo para

angina coronaria 6. Como dato novedoso, en este trabajo se encontré que el
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homocigoto CC se asocia a un riesgo aun mayor (OR = 3.85; p = 0.043), en
comparacion con el homocigoto GG.

Como ya se menciono anteriormente, el polimorfismo de estudio se encuentra
ubicado dentro de la region 5’-UTR del gen SGCD, la cual se sabe que es muy
importante en la regulacién de la expresion génica del mismo. Esta regulacion
puede ser a nivel postranscripcional lo cual puede generar disminucién en los
niveles de la proteina codificada. EI mecanismo molecular involucrado en la
regulacion a través del extremo 5’-UTR del gen SGCD no se conoce, sin embargo,
es probable que esté relacionado a nivel postranscripcional por alteraciones en el
procesamiento del mMRNA, situacion que seria conveniente estudiar posteriormente

a nivel molecular para entender el mecanismo que lleva a la alteracion proteica.

XIl. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Aunque estos resultados parecen ser contundentes, es importante aumentar el
numero de casos a fin de eliminar cualquier duda al respecto. Se recomienda, en
un futuro, ampliar la linea de investigacién a una cohorte, y realizar estudio a nivel
molecular para analizar exactamente el mecanismo por el que se llega a la
enfermedad.

Este estudio arroja indicios importantes para el uso del polimorfismo como un
marcador de prediccion para la cardiomiopatia hipertréfica. Para lo cual se

desarrollaria una prueba diagndstica.
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XII. CONCLUSIONES
1.- El alelo C se asocia con cardiomiopatia hipertréfica con un riesgo de 2.134

(IC =1.157-3.934 p = 0.014).

2.- El genotipo CC se asocia con un mayor riesgo (OR = 3.845

p = 0.043) para cardiomiopatia hipertréfica en relacion con el genotipo GG.

3.- El polimorfismo ¢.94C>G puede ser utilizado como marcador genético para

cardiomiopatia hipertrdfica.
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XIV. ANEXOS.
Anexo 1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

México D.F. a de de

Se me ha informado que en la Unidad de Investigacién Médica en Genética Humana del
Hospital de pediatria y en colaboracién con la Clinica de insuficiencia Cardiaca del
Hospital de Cardiologia, se realiza un proyecto de investigacion titulado:

ASOCIACION DEL POLIMORFISMO c.-94C>G DEL GEN DELTA SARCOGLICANO
COMO FACTOR DE RIESGO PARA CARDIOMIOPATIA HIPERTROFICA, en el cual se
pretende analizar si este polimorfismo del Gen delta sarcoglicano puede ser un nfactor de
riesgo para cardiomiopatia hipertrofica.

Procedimiento: Me han explicado claramente la importancia y los objetivos de este
estudio y que para logarrlo se requiere de pruebas especiales que no se realizan de
rutina. Estas pruebas no representan ningun riesgo para mi salud, ni ninguno de los
miembros de mi familia, por lo cual estoy dispuesto a autorizar se me tomen 5 mililitros de
sangre de una vena utilizando una jeringa y aguja estériles asi como a permitir en caso de
ser necesario, se me realice una ecocardiografia para corroborar o descartar el
diagnodstico de Cardiomiopatia Hipertrofica. Tambien se me ha informado que de la
muestra sanguinea unicamente se utilizaran los leucocitos para la obtenciéon del ADN y
que el resto de la misma no sera utilizada para nada mas y por lo tanto se desechara.
Informacidn al paciente. Al termino del estudio el investigador responsable, la Dra. Rosa
Maria Ordofiez Razo proporcionara la informacién completa de acuerdo a los resultados.
Beneficios. Se me informa que el estudio puede constituir en un futuro una herramienta
diagndstica para Cardiomiopatia Hipertréfica, pero que no representa un beneficio directo
para mi tratamiento.

Confidencialidad. El estudio sobre la busqueda del polimorfismo, incluyendo registros
clinicos y/o del hospital seran manejados en forma confidencial, se podran presentar en
congresos Y revistas estrictamente de interés médico y no sera revelada la identidad del
paciente y su familia a ninguna persona sin su consentimiento.

Potenciales dafios secundarios al estudio. Debido a que en el estudio se requiere de la
extraccion de una muestra de sangre, se me ha informado que puedo presentar molestia
secundaria al piquete de la aguja, que puede ser necesario mas de un intento en la toma
de muestra y que me puede aparecer un moretdn que desaparecera por si solo.
Participacidon/suspension. Estoy consciente que la participacion en el estudio es
completamente voluntaria, pudiendo elegir en cualquier momento abandonarlo, sin afectar
la calidad ni la disponibilidad de la atencion médica requerida por mi y el resto de mi
familia.

Dudas y aclaraciones. La Dra Rosa Maria Ordofiez Razo, se encargara de explicarle
personalmente cualquier informaciéon que no esté bien atendida por usted y contestara
cualquier pregunta que surja durante el estudio.

Consentimiento.

Al firmar este documento, usted accede voluntariamente a participar en este estudio.

Nombre del paciente: Firma
Nombre del testigo: Firma:
Relacion del testigo con el paciente y su familia:

Nombre del testigo: Firma:

Relacion del testigo con el paciente y su familia:
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Anexo 2

Genotipificacion de los alelos C y G del polimorfismo ¢.-94C>G mediante
PCR tiempo Real. En el panel a) se muestra un ejemplo de una curva
obtenida para el alelo C. En el b) para el alelo Gy en el ¢) las curvas de
ambos que representan a un heterocigoto CG.

a) VIC = ALELO C

b) FAM = ALELO G

FAMNVIC = ALELO CG
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