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ABREVIATURAS.
SINAIS. Sistema nacional de informacién en salud.

NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey (Encuesta Nacional
de Salud y Nutricién).

NCHS: National Center For Health Statistics (Centro Nacional de Estadisticas en
Salud).

NHLBI: National Heart, Lung and Blood Institute (Instituto Nacional de Corazén
Pulmon y Sangre).

BNP. Péptido natriuretico tipo B ventricular.

EEVI: Fraccién de eyeccién del ventriculo izquierdo.

VO2 max: Cantidad maxima de volumen consumido por el cuerpo.

CCS: Canadian cardiovascular society (sociedad canadiense de cardiologia).
CMNR. Centro Médico Nacional La Raza.

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social.

ISSSTE:Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del
Estado.

NT-pro BNP: prohormona N-terminal del péptido natriurético tipo B.
IC: indice Cardiaco.
GC: Gasto cardiaco.

GTP: Gradiente transpulmonar.



RESUMEN.
Introduccion.

Las enfermedades cardiovasculares en México, a través de los afos han
desempefiado un papel muy importante en cuanto a morbilidad, mortalidad, asi
como a la productividad de las personas afectadas, convirtiéndose asi en un
problema de interés social a todos los niveles.

La descripcion de las enfermedades cardiovasculares en general es muy antigua,
y crear un conocimiento profundo sobre sus causas y mecanismos no ha sido
nada facil. Durante siglos, fue un misterio la forma de funcionar y de enfermar del
corazon y en si del aparato circulatorio, solamente ahora y a través de numerosos
estudios y tecnologia es que se sabe la funcién del mismo'.

Podemos realizar un diagnostico certero de manera temprano para asi brindar la
mejor opcion terapéutica de acuerdo al momento de la patologia, que puede ir
desde la colocacion de un marcapasos, desfibrilador automatico implantable con la
inteligencia artificial de salvar una vida, hasta el ultimo recurso que es un
trasplante cardiaco.

Dentro de las varias patologias cardiacas, las miocardiopatias dilatadas han sido
un tema de dificil reto para el diagndstico y tratamiento de las mismas, siendo asi
que la miocardiopatia dilatada idiopatica, permanece como una enfermedad
enigmética1.ActuaImente las pruebas genéticas para las miocardiopatias dilatadas
potencialmente heredables ha avanzado desde solo el conocimiento cientifico
hasta la aplicacion clinica y ya no solo se realiza el diagnostico fenotipico, sino
ademas se realiza la correlacion fenotipo-genotipo.®!

Objetivo.

Identificar en corazones explantados posoperados de trasplante cardiaco por
miocardiopatia dilatada mutaciones en el gen Lamin a/c, ya que se ha reportado a
nivel mundial que existe un componente genético en parte de estos casos, esta
mutacion lleva a una falla cardiaca irreversible, que en nuestro medio se
desconoce la asociacion de esta mutacion y la miocardiopatia dilatada.

Material y método.

Se analizara el gen Lamin a/c y los cambios ultra estructurales e inmunoquimicos
del mismo de 28 corazones explantados con miocardiopatia dilatada de pacientes
que llegaron a falla cardiaca terminal y requirieron trasplante de corazén como
tratamiento definitivo, en el Hospital General La Raza “Dr. Gaudencio Gonzalez



Garza”. Se seleccionaran los bloques de parafina representativos de ventriculo
izquierdo dilatado y se analizaran en la Unidad de Investigacion Médica en
Inmunologia e Infectologia del hospital de Infectologia “Dr. Daniel Méndez
Hernandez” CMNR, para saber la presencia y frecuencia de la mutacion de este
gen.

Analisis estadistico.

Se utilizara una estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y
dispersion de acuerdo a la normalidad de los datos (media y desviacion estandar
en datos con distribucion normal y mediana).

Factibilidad, recursos e infraestructura.

Se cuenta con una adecuada muestra de casos trasplantados de corazén debido
al programa exitoso y de mayor trascendencia hasta el momento del pais que se
lleva a cabo en el Hospital General La Raza, asi mismo se cuenta con el recurso
humano multidisciplinario que involucra, el servicio de cirugia cardiotoracica, el
servicio de patologia, servicio de investigacion. Se cuenta ademas con la
infraestructura para realizar en un laboratorio el proceso de identificacién del gen y
mutacion del mismo.

Experiencia del grupo.

Es conjunta, por un lado tenemos a todo el grupo que lleva a cabo el proceso de
criterios de seleccion de paciente con miocardiopatia dilatada desde el tratamiento
meédico inicial hasta la etapa final de la falla cardiaca, el trasplante cardiaco, que al
paso del tiempo desde el primer trasplante el 21 de Julio de 1988 realizado en
México, hasta ahora se ha tenido un gran cambio en los resultados del mismo.

Tiempo a desarrollar.

El protocolo esta proyectado para llevarse a cabo en el periodo de enero del afo
2015, donde se llevara a cabo la recoleccion de datos con la obtencion de la lista
de pacientes posoperados de trasplante cardiaco desde enero del afio 2012 hasta
diciembre del ano 2014, una vez obtenida la lista, se iniciara la recoleccion de las
muestras en el servicio de patologia del CMNR se desarrollara protocolo y se
presentara al comité local en Julio 2015 una vez aceptado por comité local se
iniciara el proceso de las muestras, resultados y conclusiones en agosto 2015, por
lo tanto el tiempo estimado de desarrollo del protocolo es de 6 meses.



ANTECEDENTES.

Las enfermedades del musculo cardiaco se engloban dentro del término
miocardiopatias. Entre ellas, la mas frecuente es la miocardiopatia dilatada la cual
es una afeccion severa progresiva que conlleva a una contraccion ventricular
inadecuada, falla cardiaca e incluso a la muerte. Habitualmente afecta al ventriculo
izquierdo, aunque puede afectar ambos, esto en ausencia de condiciones de
llenado anormal como cardiopatia isquémica con afectacion global o como en el
caso de las vaIvqupatiasz.

La miocardiopatia dilatada es la tercera causa mas comun de falla cardiaca
después de la cardiopatia isquémica y la hipertension arterial, y la causa mas
comun de trasplante cardiaco a nivel mundial. La incidencia en Estados Unidos y
Europa de cardiomiopatia dilatada idiopatica es de 8 casos por cada 100 000
habitantes, aunque la forma idiopatica de cardiomiopatia dilatada es lo mas
frecuente, recientemente se ha identificado una etiologia familiar que ha podido
explicar desde un treinta hasta un 50% de los casos de origen idiopatico™

En México, a pesar de no contar con datos precisos, es bien conocido que las
enfermedades del corazén constituyen desde hace mas de 5 afios la primera
causa de mortalidad global y dentro de éstas, la Insuficiencia cardiaca se perfila
como una de las causas directas®.

En general el prondstico no es bueno, con una mortalidad a los 5 afios, segun el
estudio Framingam, de 75% en varones y 62% en mujeres. Y es de esperarse el
aumento de su incidencia debido al aumento de la supervivencia de pacientes con
factores de riesgo como obesidad, tabaquismo, hipertension arterial y dislipidemia
que conlleva a cardiopatia isquémica e insuficiencia cardiaca®.

Esto es debido a los avances importantes en tecnologia que ayudan a un
diagnostico mas especifico y temprano asi como a las mejoras en la terapéutica
que disminuye la mortalidad a corto plazo.

Se estima que 1 de cada cuatro personas de 65 afios 0 mas, con uno 0 mas
factores de riesgo mencionados anteriormente, tendra un episodio clinico de
insuficiencia cardiaca en el proximo afno y de seguir asi esta tendencia, en el afio
2020 ocupara el cuarto lugar de discapacidad a nivel mundial®.

La incidencia y prevalencia de la miocardiopatia dilatada en México no es
conocida de manera exacta sin embargo, es sabido, de acuerdo al sistema
nacional de informacion en salud, que el70.3% de la poblacion mexicana adulta
tiene al menos 1 de los siguientes factores de riesgo cardiovascular:

e Hipertension arterial sistémica.

e Dislipidemia.



e Diabetes.
e Obesidad.
Esto equivale a mas de 30 millones de mexicanos®.

Segun el SINAIS (sistema nacional de informacion en salud), en México las
enfermedades cardiovasculares entran en segundo lugar solo después de la
Diabetes Mellitus, como principal causa de mortalidad general en 2008, con una
tasa de 70.8 por cada 100 000 habitantes.

En paises de primer mundo como los es Estados Unidos el comportamiento de la
insuficiencia cardiaca ha ido en aumento, esto debido también al aumento de
factores de riesgo cardiovascular en dicha poblacion, con la mayor prevalencia en
pacientes mayores de 80 afios, y mayor porcentaje en hombres (14.7%) que en
las mujeres (12.8%), como muestra la siguiente grafica.

Prevalencia de falla cardiaca por edad y grupo.

15 — NHANES: 2003-06 147
2L -Men Il women

Fuente: NCHS Y NHLBI

Porcentaje de Poblacién.
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NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey.
NCHS: National Center For Health Statistics.
NHLBI: National Heart, Lung and Blood Institute.

Esto gener6 un costo hospitalario estimado directo e indirecto de 39.2 millones de
dolares en el afio 2010%,

En México segun datos de egresos hospitalarios por morbilidad en instituciones
publicas (IMSS, ISSSTE, Salubridad) del afio 2001 al afio 2008 reportados al
SINAIS, la morbilidad por insuficiencia cardiaca congestiva mas insuficiencia
ventricular izquierda e insuficiencia cardiaca no especificada fue de un total de



106,611 casos reportados. Y la mortalidad por insuficiencia cardiaca alcanzé un
total de 14 506 casos.

Mortalidad Hospitalaria por Insuficiencia
Cardiaca del Sector Salud (2004 — 2008)
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Insuf. Card. Cong. Insuf. Ventr. 12q. Insuf. Card. No Esp.

Base de datcs de egresos hospitalarios por mortalidad en instituciones publicas,2004-2008. [en linea]: Sistema Nacional de
Informacion en Salud (SINAIS). [Méxica]: Secretaria de Salud. <http-/’www sinais_salud gob_moe= [Consulta: 06 octubre 2010]

De aquellos pacientes con insuficiencia cardiaca grave, con una fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI), menor a 40%, so6lo 5% progresaran a una
clase funcional IV de la New York Heart Association (NYHA) que corresponde
alrededor de 250 000 casos, con pronéstico mortal a un plazo de 2 afos. Estos
pacientes requieren un tratamiento definitivo como lo es el trasplante cardiaco®.

En la actualidad el trasplante cardiaco se ha convertido en una alternativa valida y
universalmente aceptada en el tratamiento de pacientes con insuficiencia cardiaca
severa en mala situacion funcional y sin tratamientos alternativos aceptables’.

Algunas de las indicaciones para la realizacién de trasplante cardiaco incluyen:

e Falla cardiaca ventricular izquierda [fraccion de eyeccion ventricular
izquierda (FEVI), menor a 35%] debida a miocardiopatia isquémica,



cardiomiopatia dilatada, cardiomiopatia valvular o cardiomiopatia
hipertensiva.

e Enfermedad isquémica con angina intratable no susceptible de
revascularizacion y que no responde a terapia médica maxima.

e Arritmia intratable, no susceptible de ablacion y que no responde a maximo
tratamiento médico.

e Cardiopatia hipertrofica, donde fallo la maxima terapia médica y la terapia
quirurgica7.

Asi mismo existen otras indicaciones de trasplante cardiaco desde el punto de
vista hemodinamico funcional, como lo serian el indice cardiaco (IC), el gasto
cardiaco (GC), la cantidad maxima de volumen consumido (VO2 max) que es la
capacidad maxima de oxigeno que un individuo puede trasportar y absorber en
determinado tiempo (metabolizar) y esta intimamente relacionado con la
capacidad cardiovascular, las resistencias capilares vasculares pulmonares y el
gradiente transpulmonar (GTp), tomandose en cuenta para la adecuada selecciéon
del receptor y asi la obtencidn de un resultado exitoso’.

La cardiomiopatia dilatada es una de las causas mas importantes de falla cardiaca
y de trasplante cardiaco, su diagnostico se establece en base de una buena
historia clinica, examen fisico, radiografia de térax, electrocardiografia,
cateterismo cardiaco, clase funcional y en ocasiones algunos apoyos auxiliares
como son la resonancia magnética y biomarcadores como péptidos natriureticos.??

Otras causas de miocardiopatia dilatada no genéticas son la viral (miocarditis), por
téxicos como el alcohol o drogas, periparto y no compactada®*.

Aunque la miocardiopatia dilatada se ha asociado a diferentes causas, el termino
de cardiomiopatia se refiere a causa genética®’. Actualmente la miocardiopatia
dilatada se ha asociado a mutaciones mas de 30 genes y aproximadamente el 6%
a 12%de estas mutaciones son debidas al gen lamin A/C (LMNA)?®

Las mutaciones en el gen LMNA se ha ligado a diferentes enfermedades®. La
mayoria resultan en enfermedades del musculo estriado mientras que el resto
afectan al tejido adiposo, sistema nervioso periférico o multiples tejidos (tabla 1).
Los pacientes con mutaciones en LMNA exhiben una variedad de fenotipos
celulares y fisioldgicos®.
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Tabla 1.

Enfermedades causadas por mutaciones en LMNA. Herencia mendeliana en
humanos en linea (OMIM).?

Patologias del musculo estriado.

Distrofia muscular de Emery-Dreifuss, autosomica dominante.
Distrofia muscular de Emery-Dreifuss, autosémica recesivo.
Cardiomiopatia dilatada, autosbmica dominante.

Distrofia muscular de Limb Girdle, autosémica dominante.

Neuropatias periféricas.

Enfermedad de Charcot Marie Tooth, autosémica recesivo.

Sindromes lipodistroficos.

Lipodistrofia parcial familiar tipo Dunnigan. Autosémico dominante.
Displasia mandibuloacral. Autosémico recesivo.

Patologias de envejecimiento acelerado.

Sindrome atipico de Werner. Autosémico dominante.
Sindrome de progeria tipo Hutchinson Gilford. Autosémico dominante.

Dermopatia letal restrictiva. Autosdmico dominante.

El gen lamin A/C se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1 (1921.2), que
codifica para dos isémeros principalmente lamin A y C, estas son proteinas o
filamentos que soportan la parte interna de la membrana nuclear y estan
involucradas en la estructura de la cromatina y su expresién genéticag.La Lamin A
y la Lamin C se expresan en la mayoria de las células somaticas, pero no en
algunas células embrionarias tempranas, en algunas células hematopoyéticas, en
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neuronas, células mesenquimatosas y epiteliales no diferenciadas y en diferentes
células cancerigenas®.

A las mutaciones en genes que codifican filamentos intermediarios nucleares o a
proteinas asociadas a estos filamentos se les llama Laminopatia323. Estas
proteinas pueden ser hasta 80.

Se ha reportado previamente anormalidades ultraestructurales en el musculo
cardiaco en pacientes con mutaciones del gen lamin A/C, estas mutaciones se han
caracterizado principalmente en reorganizacion de la cromatina nuclear, perdida
del volumen neoplasmico y de la formacion de grandes invaginaciones de la
membrana nuclear®.

En afios recientes la contribucion de la identificacion de mutaciones genéticas que
expliquen la miocardiopatia dilatada ha sido mas frecuente, explicando la
presencia de esta patologia en diferentes lineas familiares, actualmente se
considera que de un 20 hasta 50% de las miocardiopatias dilatadas Idiopaticas
tiene un origen familar™®.

Las pruebas genéticas para enfermedades cardiovasculares cada vez son mas
comunes sobre todo en paises de primer mundo como en Estados Unidos
llegando a detectar mutaciones en gen lamin A/C hasta en un 60% sobre todo
cuando esta asociado a trastornos de la conduccion, y en miocardiopatia dilatada
pura se ha detectado hasta en un 20%%*.

Y a pesar de la tecnologia genética reciente que permite realizar un diagnostico
genético con un buen margen costo beneficio, el tamizaje genético revela que solo
en 30 al 35 % de la miocardiopatia dilatada familiar sigue el modelo Mendeliano de
herencia, mientras que el porcentaje restante tiene un origen mas complejo multi
variante'",

En la mayoria de los casos se observa la penetrancia relacionada con la edad. Por
lo tanto se ha observado que solo el 7% de la personas con mutacion en LMNA,
menores de 20 afios tienen algun fenotipo cardiaco; pero este porcentaje aumenta
a 66% cuando tienen edad entre 20 y 39 anos, 86% en edad entre 40 y 59 afios y
el 100% en mayores de 60 afios'. Algunas teorias sugieren que estas proteinas
perturban el DNA dafiado causando inestabilidad genémica?.

Las mutaciones en este gen causan miocardiopatia dilatada, frecuentemente
complicada por defectos en la conduccion y defectos en musculo esquelético,
ademas de que esta mutacion ha sido reportada en casos de distrofia muscular
de Emery Dreifuss, neuropatia de Charcot-Marie-Tooth tipo 2 y lipodistrofia
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familiar, asi como la correlacion genotipica y fenotipica de estos casos es aun
desconocida®.

Desde del descubrimiento de la primera cardiomiopatia causada por un gen en
1990, hasta las causas genéticas que derivan en canalopatias en 1995, los
avances cientificos en pruebas genéticas para cardiomiopatias y canalopatias
potencialmente heredables han ido desde el descubrimiento de bases cientificas
hasta la aplicacion clinica terapéutica. Hoy en dia a nivel mundial se cuenta con
pruebas diagnésticas de la mayoria de las causas genéticas de las
cardiomiopatias'®.

Existen mas de 50 patologias genéticas asociadas con canalopatias y
cardiomiopatias con cientos de mutaciones de tipo discretas inserciones,
deleciones, con cambio en el marco de lectura, sin sentido, de corte y empalme”.

La cardiomiopatia dilatada esta caracterizada por una disfuncion sistélica del
ventriculo izquierdo que lleva al crecimiento del mismo. Aunque varias patologias
o insultos hacia el miocardio pueden causar fenotipicamente cardiomiopatia
dilatada. La mayoria de los pacientes que se presentan como cardiomiopatia
dilatada de origen desconocido se les asigna el diagnostico de cardiomiopatia
dilatada idiopatica, esto es después de haber excluido alguna otra causa
detectable (de origen isquémico, valvular, viral o hipertensiva, por ejemplo) sin
embargo un gran porcentaje de los paciente diagnosticados como cardiomiopatia
dilatada tienen en realidad son origen en una mutacién genética y una vez
realizada la deteccidn de la mutacion y su patron heredable se considera entonces
una miocardiopatia dilatada familiar™®.

En la mayoria de los casos no hay caracteristicas fenotipicas especificas para
diferenciar una cardiomiopatia dilatada de una cardiomiopatia dilatada idiopatica,
incluso se ha demostrado casos donde los pacientes diagnosticados con
cardiomiopatia dilatada idiopatica tienen en realidad miocardiopatia dilatada
familiar, como se mencioné anteriormente, ocurriendo esto desde 20 a 35% de los
casos, esto al complementar con historia clinica a familiares de primer grado mas
electrocardiograma, ecocardiograma y pruebas genéticas. Por esta razon es
recomendable realizar una historia clinica sobre familiares cuando estamos ante
un caso de miocardiopatia dilatada idiopatica™®.

El consejo genético es recomendado segun las guias de Heart Rhythm Society
(HRS) and the European Heart Rhythm Association (EHRA), a los pacientes con
familiares con patologias cardiacas, donde el consejo deberia incluir una discusion
sobre los riesgos, beneficios y las opciones para las pruebas genéticas, sobre todo
en canalopatias y otras enfermedades genéticas donde se ha demostrado una
clara relacion fenotipo genotipo. Todos los parientes de primer grado de un
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paciente con MCD (miocardiopatia dilatada) idiopatica deben ser evaluados
mediante ecocardiografia y electrocardiografia donde la inferencia sobre el riesgo
de arritmia puede ser influenciado por los resultados de las pruebas genéticas”’.

Aunque la cardiomiopatia dilatada esporadica es principalmente una enfermedad
genética, sigue sin estudiarse como tal en los grandes estudios prospectivos, por
lo que las pruebas genéticas de esta enfermedad aun son inciertas.

En la miocardiopatia dilatada de origen genético Se han visto implicadas
mutaciones en mas de 30 genes, sin embargo ninguno de estos genes llegan al
5% en los casos de miocardiopatia dilatada familiar. Hay revisiones recientes que
proveen de una lista de genes en miocardiopatia dilatada y resaltan una amplia
variedad de proteinas codificadas implicadas en la patogénesis de la
miocardiopatia dilatada, incluyendo proteinas del citoesqueleto, de miofilamentos,
de la envoltura nuclear y de canales iénicos'”.

De hecho aun no se sabe la prevalencia de las grandes deleciones, duplicaciones,
o reordenamientos, estudiados por los métodos mas comunes en pruebas
genéticas.

La mayoria de las miocardiopatias heredables o familiares siguen un patron
autosdmico dominante, aunque también se han descrito patrones ligados al sexo,
autosdmicos recesivos, o mitocondrial. La sensibilidad de las pruebas genéticas se
estima entre el 15% al 25%. Esto varia en relacidon con el numero de genes que se
prueban y las caracteristicas fenotipicas de la persona examinada. Las personas
con trastornos de conduccién, niveles elevados de creatinin cinasa, y miembros de
la familia igualmente afectados, pueden tener el mayor positividad de las pruebas
gené’ﬁisg:as para miocardiopatia dilatada mostrando penetrancia dependiente de la
edad ™.

Esto significa que una persona que lleva una variante rara que causa la
enfermedad es mas probable que muestren un fenotipo de la enfermedad con la
edad, y que una evaluacion fenotipica normal mediante ecocardiograma y
electrocardiograma no excluye la posibilidad de enfermedad de aparicién tardia™.

En la DCM (miocardiopatia dilatada) también se ha demostrado manifestaciones
de penetrancia variable de la enfermedad y que pueden variar de persona a
persona o incluso entre los miembros de la familia donde todos tengan la misma
variante, manifestdndose en algunos sujetos con sintomas muy leves (por
ejemplo, disfuncién sistélica minima, FEVI ligeramente disminuida) hasta una
enfermedad completamente agresiva'®.

Dentro de la Implicaciones pronosticas de las pruebas genéticas en la DCM, No

hay un papel pronéstico claro, excepto por el mayor riesgo de muerte subita
cardiaca en la enfermedad relacionada con la mutacién en LMNA'™,
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Implicaciones terapéuticas de las pruebas genéticas en DCM.

Existe un papel terapéutico para las pruebas genéticas en la DCM y enfermedad
del sistema de conduccién cardiaco que a menudo se debe a mutaciones en
LMNA, donde se ha visto relacion con bloqueos auriculo ventriculares de 3er
grado o arritmias ventriculares graves que pueden llevar a sincope o muerte
subita, se opta en ocasiones la colocacion temprana de desfibrilador automatico
implantable como medida terapéutica preventiva. Se desconoce si el tratamiento
farmacolégico temprano de sujetos asintomaticos con mutacién positiva, pueda
prevenir o retrasar la manifestacion de la enfermedad™”.

JUSTIFICACION.

La insuficiencia cardiaca es uno de los problemas de salud publica de mayor
impacto a nivel mundial dada a su incidencia en la poblacion. Tan sélo en los
Estados Unidos de Norteamérica se estima que al menos 5 millones de personas
padecen de esta enfermedad, su incidencia es de alrededor de 1 millén de casos
por ano y se asocia con mortalidad equivalente a 50,000 casos anuales; de hecho,
es la primera causa de internamiento en personas mayores de 65 anos. Por todo
lo anterior representa un elevado costo para su prevencion, diagndstico,
tratamiento y control®.

Es por eso que es importante saber las causas de falla cardiaca secundaria a
cardiomiopatia dilatada ya que se ha reportado que existe un componente
genético en algunos de estos casos, que corresponde a mutaciones en el gen
Lamin A/C.

En nuestro pais se desconocen los tipos de mutaciones y su frecuencia en
pacientes con cardiomiopatia dilatada, por lo que es necesario proponer un grupo
de asesoramiento genético para identificar mutaciones genéticas en miocardio
dafnado, como una medida preventiva del dafio.

La miocardiopatia dilatada a grandes rasgos puede ser dividida en miocardiopatia
familiar y no familiar. La prevalencia de la miocardiopatia dilatada es de 1:2500 y
de estos del 30 al 50% son casos familiares. La miocardiopatia dilatada se ha
convertido en la principal causa de trasplante cardiaco, de falla cardiaca y de
muerte sUbita®®.

En la literatura se mencionan alrededor de 30 hasta 60 genes implicados en la
cardiomiopatia dilatada, con variaciones en el porcentaje en distintas
poblaciones13.En el ano 2012 Herman and Collegues publicaron un estudio
demostrando mutaciones en el gen titina (TTN) en un 25% en miocardiopatia
familiar y en miocardiopatia no familiar en 18% y el gen lamin A/C en segundo
lugar con mutaciones hasta en 12 % de los casos no familiares y 18% en casos de

15



miocardiopatia familiar®®>.Se ha elegido a lamin A/C para iniciar un programa de
analisis genético en el que estan involucrados diversos genes en diversos
procesos celulares y en este caso es un proceso en el que la interaccién de las
células con el componente de la matriz extracelular podria indicarnos o daria
evidencia de un posible papel de mutacion en este gen. Por reportes
internacionales se ha demostrado que la mutacién se presenta entre el 5y 10 %
en pacientes con esta patologia”’. En México se desconoce las frecuencias de las
mutaciones en este gen y de la mayoria de los ya reportados a nivel mundial. Por
lo tanto se decide estudiar este gen en particular dado que es uno de los que se
ha asociado a cardiomiopatia dilatada que ha llevado a trasplante cardiaco y que
en ocasiones se asocia a rasgos fenotipicos como puede ser defectos en sistema
de conduccién o muerte subita’, ademas que no se compartiria como una
canalopatia asociada, es decir, un evento mas dirigido hacia la enfermedad.

Por lo tanto la justificacion de este estudio es de tratar de correlacionar
fenotipicamente y genotipicamente las mutaciones del gen Lamin A/C con la
miocardiopatia dilatada en pacientes que llegaron a insuficiencia cardiaca terminal
y requirieron trasplante de corazén, asi como la prevalencia de esta laminopatia,
seria entonces una manera de saber si en nuestra muestra los pacientes con
diagndstico de cardiomiopatia dilatada idiopatica en realidad tienen algun
componente genético y en realidad son una cardiomiopatia dilatada familiar.

Dentro las guias de Heart Rhythm Society (HRS) and the European Heart Rhythm
Association (EHRA) se menciona las recomendaciones dadas por un consejo de
expertos de las pruebas genéticas en cardiomiopatia dilatada(clase I, lla), ademas
de un resumen de los genes comunmente relacionados con la patologia en
cuestidén, se menciona a continuacion:

Recomendaciones de las pruebas genéticas para cardiomiopatia dilatada. (DCM)
13

e Clase | (recomendada), la prueba genética sobre el LMNA es
recomendada para pacientes con miocardiopatia dilatada y alguna
enfermedad del sistema de conduccion (bloqueo A-V primero, segundo o
tercer grado), o para pacientes con DCM mas antecedentes de familiares
de primer grado con muerte subita. En caso de identificar la mutacion en el
caso-paciente, se podra recomendar la extension de la prueba para los
familiares sintomaticos también.

e Clase lla (puede ser de utilidad), la prueba de identificacién del gen puede
ser de utilidad para pacientes con historia familiar de miocardiopatia
dilatada para confirmar el diagndstico, para identificar los que tienen mayor
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riesgo de arritmias o para facilitar la identificacion de la cascada familiar y
llevar a cabo estrategias de planificacion.

Genes asociados a cardiomiopatias cardiacas (>5% de la enfermedad).

Gen.

Cardiomiopatia dilatada (DCM)

Locus proteina % de la enfermedad

SCN5A  3p21 Subunidad alfa de canales de sodio cardiacos 5 al 10%

LMNA

1922 Lamin A/C 5al 10%

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢ Existiran mutaciones en el gen Lamin A/C asociados al dafio miocardico
en corazones explantados de pacientes que cursaron con cardiomiopatia
dilatada y falla cardiaca, que requirieron trasplante cardiaco?

De ser asi, 4Cual es la prevalencia de esta mutacion o laminopatia en
nuestra poblacion de pacientes trasplantados de corazén que tenian el
diagnodstico de cardiomiopatia dilatada idiopatica?

De identificar esta mutaciéon en pacientes con cardiomiopatia dilatada que
requirieron trasplante cardiaco ;Se puede considerar como prueba de
tamizaje para un grupo altamente seleccionado con costo beneficio y como
predictor para prevenir y limitar el daiio miocardico con un tratamiento mas
temprano y eficaz?

Debido a que se desconoce las mutaciones presentes en nuestra
poblacién, se podra identificar la frecuencia y asi posteriormente proponer
estrategias dirigidas a identificacion de sujetos susceptibles a
cardiomiopatia dilatada que los lleve a falla cardiaca terminal.
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OBJETIVO GENERAL.

Identificar la presencia de mutaciones en Lamin A/C en biopsias de
miocardio dafado que tenian como diagnostico cardiomiopatia dilatada
idiopatica y falla cardiaca que requirieron trasplante cardiaco.

Objetivos especificos:

1.-Determinar la expresion proteica del gen por estudiar en los tejidos
mediante inmunohistoquimica.

2.-Determinar si la mutacidon genera un patron de expresion
inmunohistoquimico distinto a la expresion normal (en intensidad).

3.-Determinar la frecuencia del tipo de mutacion presente. (Por ejemplo, sin
sentido, con sentido, insercion, delecion).

4.-Determinar probable asociacion entre la mutacién y la enfermedad, asi
como correlacionar clinicamente la presencia de la mutacién con defectos
de sistema de conduccion como ha sido reportado en la literatura.

HIPOTESIS GENERAL.

La mutacion de gen lamin A/C se presentaran entre el 5 al 10% de los
casos de miocardiopatia dilatada diagnosticada como idiopatica en nuestro
centro, de corazones explantados de pacientes con miocardiopatia dilatada
que requirieron trasplante cardiaco® 2.
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MATERIAL Y METODOS

Este estudio sera realizado por parte del departamento de Cirugia Cardiotoracica y
Asistencia Circulatoria en el Hospital General Centro Médico nacional la Raza “Dr.
Gonzalez Gaudencio Garza” con colaboracién de la Unidad de Investigacion
Médica en Inmunologia e Infectologia del hospital de Infectologia “Dr. Daniel
Méndez Hernandez” CMNR. Previo consentimiento informado escrito obtenido de
todos los participantes del estudio segun los requerimientos locales.

MUESTRAS

La base de datos obtenida consta de los pacientes posoperados de trasplante
cardiaco por parte del departamento de Cirugia Cardiotoracica y Asistencia
Circulatoria en el Hospital General Centro Médico nacional la Raza “Dr. Gonzalez
Gaudencio Garza” desde el enero del ano 2012 hasta diciembre del afio 2014,
correspondiendo a una muestra de 29 biopsias de corazdén explantado, con
diagnostico de cardiomiopatia idiopatica, procesados en bloques de parafina por
parte del servicio de patologia del Hospital General CMNR.

De cada biopsia de corazéon explantado del 2012 a 2014, se obtuvieron entre 5
hasta 13 bloques de parafina, de los cuales se tomé solo 1 bloque que representa
la mayor cantidad de tejido miocardico dafiado y principalmente el bloque
correspondiente al ventriculo izquierdo, para ser procesado por parte de la Unidad
de Investigacién Médica en Inmunologia e Infectologia del hospital de Infectologia
“Dr. Daniel Méndez Hernandez” CMNR.

Num. Biopsia | Afio Sexo Edad diagnostico Clase
funcional
1 VAR 2012 | Fem 56 Cardiomiopatia A
dilatada.
2 HPE 2012 | Fem 27 Cardiomiopatia v
dilatada.
3 OLA 2012 | Masc |44 Cardiomiopatia A\
dilatada.
4 MFA 2012 | Masc 45 Cardiomiopatia AV
dilatada.
5 FWM 2012 | Masc |49 Cardiomiopatia A
dilatada.
6 GPM 2012 | Fem 50 Cardiomiopatia v
dilatada.
7 FVA 2012 | Masc 25 Cardiomiopatia AV
dilatada.
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8 GLM 2012 | Masc 62 Cardiomiopatia 1l
dilatada.

9 LSM 2012 | Masc |48 Cardiomiopatia v
dilatada.

10 LHN 2012 | Fem 38 Cardiomiopatia A
dilatada.

11 PCE 2012 | Masc 58 Cardiomiopatia v
dilatada.

12 RDL 2012 | Masc 41 Cardiomiopatia v
dilatada.

13 RGJ 2012 | Masc 57 Cardiomiopatia v
dilatada.

14 PRM 2012 | Masc 43 Cardiomiopatia v
dilatada.

15 OAO 2013 |Masc |23 Cardiomiopatia A
dilatada.

16 GSC 2013 | Masc 63 Cardiomiopatia v
dilatada.

17 VGM 2013 | Masc 52 Cardiomiopatia 1]
dilatada.

18 SCC 2013 | Masc 8 Cardiomiopatia A
dilatada.

19 JTC 2013 | Masc 55 Cardiomiopatia v
dilatada.

20 FAE 2013 | Masc 30 Cardiomiopatia A
dilatada.

21 AAR 2013 | Masc 45 Cardiomiopatia A
dilatada.

22 JOB 2013 | Masc |44 Cardiomiopatia A\
dilatada.

23 MRD 2013 | Fem 11 Cardiomiopatia A\
dilatada.

24 LPC 2013 | Masc 53 Cardiomiopatia AV
dilatada.

25 JAR 2013 | Masc 61 Cardiomiopatia A\
dilatada.

26 RMJ 2014 | Masc 55 Cardiomiopatia v
dilatada.

27 FDP 2014 | Masc 21 Cardiomiopatia AV

dilatada.

20




28 HGS 2014 | Masc 63 Cardiomiopatia A\
dilatada.

29 LHA 2014 | Fem. 53 Cardiomiopatia A
dilatada

METODOS.

A partir del bloque de parafina, se realizaran cortes histologicos de 30 micras y
ponerlas a desparafinar en xilol por 30 min a 30 grados centigrados,
posteriormente en bafios de alcohol al 95%, 70% y 30% por 5 min cada uno,
finalmente poner los tejidos en agua y agregar Proteinasa K por 10 ug/ml y dejar
incubar por 18 hs a 60 grados centigrados. Una vez degradadas las proteinas, se
obtendra el DNA de las muestras con precipitacion con etanol al 95%.

Una vez purificado el DNA, 100 ng de cada muestra sera sujeta a PCR con los
iniciadores especificos para cada exon del gen en cuestion siguiendo las
condiciones previamente reportadas. A los amplicones obtenidos, se purificaran a
partir de los corrimientos en gel de agarosa al 2% y se enviaran a la prueba de
secuenciacion de DNA mediante un secuenciador automatizado. Los
electroferogramas de cada reaccion de secuenciacion mostraran las secuencias
de los exones del gen en cuestion.

De forma paralela, a cortes histolégicos (4 um) de cada tejido sera sujeto a la
prueba de inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo monoclonal anti-Lamin
A/C. Brevemente, los cortes histoldgicos seran desparafinados mediante bafios de
xilol, e hidratados mediante un tren de alcoholes 95%, 70% y 30% hasta agua
destilada. La peroxidasa celular sera “quemada” con un bafo de etanol 5%-
peréxido de oxigeno 20%. El anticuerpo se dejara incubando en el corte
histolégico cubierto con albumina para eliminar reaccidon inespecifica a una
dilucién de 1:100 en camara humeda. Una vez terminada la incubacion el tejido se
lavara e se incubara con un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa por 1 h.
Finalmente, la reaccion se hara evidente mediante la solucion diaminobencidina-
peroxido de oxigeno hasta observar un precipitado de color café (positividad de
reaccion), y seran contratefidos con hematoxilina.

21




DISENO DEL ESTUDIO.

Observacional Descriptivo, experimental de una serie de casos que mide la
prevalencia de la exposicion del gen, estudio transversal.

Se realizara disefio descriptivo, recolectando informacion de varias muestras en
este caso tratando de establecer si el fendbmeno de la mutacién se repite y en
cuantos casos se repiten.

ANALISIS ESTADISTICO

Estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y dispersion de acuerdo
a la normalidad de los datos.

Para la relacion fenotipo—genotipo se utilizara un analisis descriptivo vy
comparativo, entre los resultados positivos a la mutacion y la presencia o no de
alteraciones del ritmo, esta variable sera expresada en términos de desviacion
estandar y media asi como en distribucion relativa de frecuencia.

VARIABLES.
Variables Independientes.

Mutacion. Definicion conceptual. La mutacion o cambio de nucledtidos del gen
Lamin A/C que constituye la mayoria de la estructura de la lamina nuclear. La
definicidon operacional la identificacion de cambios significativos en la secuencia de
ADN mediante el electroferograma. Amplificar los exones del gen Lamin A/C,
derivados del DNA extraido del bloque de parafina usando reaccién de polimerasa
en cadena (PCR), los fragmentos obtenidos del PCR se analizaran en
electroforesis en gel de agarosa y su posterior secuenciacion para identificar la
presencia o no de la mutacion. Esta es una variable independiente con una escala
nominal, dicotomica.

Sexo. Variable independiente de escala nominal con medicion dicotdomica.
Otras variables que se tomaran en cuenta para el estudio son:

Edad de trasplante. Variable dependiente de escala nominal con medicion
numérica. La relevancia de esta variable sera importante para determinar la
correlacion la edad de presencia de sintomas ya que como se comento en
antecedentes, existe una variacion dependiente (edad vs inicio sintomas).
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Clase funcional segun CCS (Sociedad Canadiense de Cardiologia). Variable
independiente. Definicion conceptual, es la escala mayormente usada en el mundo
para medir la severidad de la angina distinguiendo cuatro clases (I, I, Ill, IV)
distinguiendo cada una en funcion de la limitacion que esta supone en la actividad
cotidiana del paciente. La definicion operacional es; Clase I, no limitacion de la
vida normal, la angina solo aparece ante esfuerzos extenuantes. Clase I,
limitacion ligera de la actividad fisica, la angina aparece al andar rapido o subir
escaleras o cuestas, puede andar mas de 1 o 2 manzanas o subir un solo piso de
escaleras. Clase lll limitacion marcada de actividad fisica, la angina aparece al
andar 1 o 2 manzanas o al subir 1 piso de escaleras. Clase IV incapacidad para
realizar ninguna actividad sin angina, esta puede aparecer en reposo. Esta es una
variable independiente con escala nominal.

Presencia de bloqueo AV. Variable independiente. Definicion conceptual: se
clasificara segun la sociedad americana de corazon (AHA) en bloqueo av de 1er,
2do y 3er grado. Presencia o ausencia de bloqueo av. Escala de medicidon
dicotomica.

Falla cardiaca expresada en Fraccion de expulsion menor al 35%. Variable
dependiente. Definicion conceptual: es la un funcién baja del ventriculo izquierdo
cuantificada ecocardiograficamente, siendo normal un valor por encima de 50% de
fraccion de expulsion. Definicion operacional. Ecocardiograficamente con técnica
de cubos 0 método de Simpson se calcula la FEVI.

Antecedentes de cardiopatias relacionadas. Variable dependiente. Definicion
conceptual. En descendencia, familiares vivos con antecedentes de arritmias o
muerte subita que pueda explicar la correlacion demostrada genotipica vy
fenotipicamente en la literatura. Variable que se manejara con respuesta
dicotdomica de presencia o no del factor de riesgo familiar.

PROCEDIMIENTOS.

Protocolo de trasplante cardiaco'®.

Dentro de las indicaciones para realizar trasplante cardiaco, es la disfuncion
miocardica grave, irreversible, sin respuesta a farmacos establecidos a su manejo
y con una expectativa de vida de 12 meses. Causas.

+ Falla cardiaca sistdlica (fraccion de eyeccidon menor a 35%) debida a
miocardiopatia isquémica, cardiomiopatia dilatada, cardiomiopatia valvular,
cardiomiopatia hipertensiva.
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Cardiopatia hipertréfica, donde fallo la maxima terapia médica y la terapia
quirargica®?®

Las indicaciones claras o definitivas son:

N =

Choque cardiogénico resistente a tratamiento médico.

VO2 max menor de 10 MI/kg/min.

Arritmias mortales resistentes. Riesgo de muerte subita.

Isquemia coronaria aguda limitante a labores sin opcion de
revascularizacion coronaria, quirurgica o percutanea.

Contraindicaciones para trasplante cardiaco:

Edad mayor de 70.
Hipertension pulmonar fija.

Limitantes de vida sistémicos incluidos pero no limitados a: 1) presencia de
enfermedad por malignidad y otras neoplasias de la piel. 2) Diabetes
Mellitus con dafo a 6rgano blanco, 3) Disfuncion renal, hepatica o pulmonar
irreversible, 4) Enfermedad vascular periférica o cerebrovascular o en etapa
terminal, 5) VIH/SIDA, 6) Sepsis u otras infecciones sistémicas, 7) Lupus
eritematoso o sarcoidosis activa y 8) Cualquier proceso sistémico que
pueda afectar el injerto cardiaco.

Abuso activo de drogas y alcohol.

Incapacidad para adherirse a tratamiento médico estricto o enfermedades
psiquiatricas intratables.

Ausencia o limitado soporte psicosocial.

Seleccién y manejo del candidato a trasplante cardiaco’.

El objetivo era enriquecer la tesis ya que siendo quirurgico mi especialidad es en
lo que mas ahondamos. Pero ya se retiro la logistica y protocolo de trasplante.

Criterios de inclusiéon y exclusion.

Dentro de los procedimientos para el estudio a realizar se realizaran criterios de
inclusion y de exclusién, que basicamente se excluyen todas aquellas muestras de
pacientes trasplantados que llegaron a falla cardiaca terminal por alguna otra
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causa que no sea la miocardiopatia dilatada por ejemplo por miocardiopatia no
compactada, asi como los corazones que llegaron a cardiomiopatia dilatada que
se pudo establecer un diagnostico de su etiologia como serian los casos de
cardiomiopatia dilatada de origen isquémico o cardiomiopatia dilatada de origen
valvular.

Dentro de los criterio de inclusion, el mas importante de todos son todos aquellos
corazones que se les realizo diagnostico de cardiomiopatia dilatada idiopatica de
los cuales no se pudo llegar a un diagndstico etiolégico de por qué la falla
cardiaca, excluyendo ademas causas frecuentes o0 endémicas como por
enfermedad de Chagas ademas de las ya comentadas.

CONSIDERACIONES ETICAS.

El presente estudio sera sometido a evaluacion por parte del comité local de
investigacion del Hospital General “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza” de la unidad
meédica de alta especialidad, del Centro Médico Nacional “La Raza”.

Su propuesta se apega a lo establecido de la declaracién de Helsinki de 1964,
declaracion de Venecia 1983, Hong Kong 1989, Edimburgo 2000; la ley general de
salud de los Estados Unidos Mexicanos en lo referente para la salud y a las
normas del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Garantizando el manejo confidencial de la informacion otorgada a través de un
consentimiento informado por escrito. Se requiri6 ademas, la realizaciéon de un
oficio de peticidén de las muestras de patologia a la jefatura del mismo servicio, con
la consigna del resguardo, el cuidado del manejo y la devolucién a integrum de las
mismas, considerandose este material valioso para el instituto.

RECURSOS.

A) Recursos humanos.
a) Residentes.
b) Médicos adscritos al servicio, que colaboran en logistica de trasplante
cardiaco.
c) Personal de Patologia.
d) Personal del area de investigacion.

B) Recursos Materiales.
a) Muestras obtenidas del servicio de patologia.
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b) Reportes de patologia de corazones explantados.
c) Laboratorio de genética e inmunohistoquimica.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

ACTIVDAD

FEBRERO
A MAYO.
2015.

JUNIO.
2015.

JULIO.
2015

AGOSTO
2015

SEPT.
2015

OCTUBRE.
2015

NOVIEMBRE
2015

DICIEMBRE
2015

Desarrollo de
protocolo

Revision de
Protocolo
por
asesores.

Revision de
protocolo
CLIES.

Recolecciéon
datos.

Recolecciéon
de muestras.

Identificacion
de la
mutacioén en
laboratorio.

Analisis de
informacion

Andlisis
estadistico

Resultados.
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ANEXOS.

Se anexa a continuaciéon, el consentimiento informado que corresponde a la
autorizacion de procedimiento quirurgico del momento del trasplante cardiaco, de
la direccion de prestaciones médicas del Instituto Mexicano del Seguro Social.

‘ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD
@ COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

IM$ CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

SECURIDAD V SOLIDARIDAD $CIAL

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Identificacion de mutaciones en el gen Lamin A/C en miocardiopatia dilatada severa de corazones
explantados de pacientes sometidos a trasplante de corazén en Hospital General La Raza.

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):

Hospital General centro Médico Nacional la Raza, Servicio de cirugia cardiotoracica, México DF.

Lugar y fecha:
Marzo 2015.
Numero de registro:
Justificacion y objetivo del estudio: Saber las causas de falla cardiaca que llevaron a trasplante cardiaco y reportar si existe un

componente genético/hereditario en estos casos.

Del corazén que se retiré (Enfermo) para realizar el trasplante cardiaco, es enviado a patologia para
andlisis del mismo, de ahi se tomara una parte que sea representativo del musculo cardiaco, del
tamafio de medio centimetro y se enviara a analizar a un laboratorio en busqueda de anormalidades

Procedimientos: que nos digan si hay un componente hereditario y si hay mutaciones o no.

Posibles riesgos y molestias: Ninguna, ya que el proceso no implica nueva invasion o procedimiento quirargico para el paciente.
Posibles beneficios que recibira al participar en el Saber si la falla del corazon que lo llevo al trasplante de corazon tiene alguna asociacion con mutacion
estudio: genética.

Informacion sobre resultados y alternativas de Se proporcionara a los pacientes la informacion del resultado, y la relevancia de los mismos.

tratamiento:

Participacion o retiro: Todos los pacientes del protocolo de investigacion podran declinar su participacion en el estudio en
cualquier momento.

Privacidad y confidencialidad: Se compromete por parte de los investigadores participantes del protocolo la privacidad del manejo de
muestras, nombres y datos confidenciales.

En caso de coleccion de material biolégico (si aplica):
No autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica): No aplica

Beneficios al término del estudio: Solo informativos.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Responsable: Dr. David Hernandez Rios Cirugia cardiaca en el Hospital General Centro Médico Nacional la Raza.
Teléfono 57245900, ext.23424.
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Colaboradores: Dr. Hugo Zetina Tun, Dra. Magdalena Sanchez Uribe, Dr. Guillermo Careaga Reyna.

Usted tiene derecho a tener el resultado de la presencia o no de la mutacion del gen Lamin AC al momento de solicitarlo.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comisién de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida
Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230,

Correo electrénico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacién y firma Nombre, direccion, relacién y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion, sin omitir

informacion relevante del estudio

Clave: 2810-009-013
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.

# De
Biopsia

Paciente

Sexo.

Edad

Diagn.

Arritmias.

Clase
Funcional.

Presencia de
Mutacion.

FEVI

Antecedente
cardiopatias.
(s/n)
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RESULTADOS.

A continuacion se expone la hoja de recoleccion de datos correspondiente a la
muestra de 29 biopsias ademas de las otras variables recolectadas que ayudaron
a establecer la asociacién de otros factores de riesgo para la mutacién del gen
Lamin A/C.

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.

# De paciente | Sexo | Edad | Diagnostico | Arritmias. Clase Presencia de FEVI Antecedente
Biopsia . (S/N) Funcional. | Mutacion. 5
. cardiopatias.
(s/n)
1 VAR Fem | 56 CMD N \% N 20% N
2 HPE Fem | 27 CMD N \% N 30% N
3 OLA Masc | 44 CMD N \% N 35% N
4 MFA Masc | 45 CMD N \% N 25% N
5 FWM Masc | 49 CMD N \% N 20% N
6 GPM Fem | 50 CMD N \% N 25% N
7 FVA Masc | 25 CMD S \% N 30% N
8 GLM Masc | 62 CMD N \% N 35% N
9 LSM Masc | 48 CMD N \% N 30% N
10 LHN Fem | 38 CMD N \% N 30% N
11 PCE Masc | 58 CMD N \% N 35% N
12 RDL Masc | 41 CMD N \% N 20% S
13 RGJ Masc | 57 CMD N \% N 25% N
14 PRM Masc | 43 CMD N \% N 20% N
15 OAO Masc | 23 CMD S \% S 30% N
16 GSC Masc | 63 CMD N \% N 25% N
17 VGM Masc | 52 CMD N \% N 20% S
18 SCC Masc | 8 CMD N I} S 35% N
19 JTC Masc | 55 CMD N \% N 25% N
20 FAE Masc | 30 CMD S \% N 20% N
21 AAR Masc | 45 CMD N \% N 30% N
22 JOB Masc | 44 CMD N \% N 35% S
23 MRD Fem 11 CMD N I} S 35% N
24 LPC Masc | 53 CMD N \Y N 20% N
25 JAR Masc | 61 CMD N \% N 25% N
26 RMJ Masc | 55 CMD N \% N 20% N
27 FDP Masc | 21 CMD N \% N 30% N
28 HGS Masc | 63 CMD N \Y N 30% N
29 LHA Fem. | 53 CMD N \Y N 20% N

En la rutina clinica, solamente los casos trabajados detalladamente sobre los
antecedentes hereditarios son los que han demostrado componente familiar. A
menudo, esto se ve impedido por pequefas estructuras familiares, miembros de la
familia no disponibles o los casos de penetrancia incompleta por lo que rutinariamente
se clasifican muchos casos esporadicos o idiopatica.
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Por esta razén en nuestro estudio al incluir pacientes que llegaron a falla cardiaca con
diagnostico de cardiomiopatia dilatada idiopatica se ha podido determinar que
algunos casos tienen un componente genético asociado, esto debido a la positividad
de la mutacion del gen Lamin A/C en 3 de los 29 casos que corresponde a un 10.34%
en la identificacién de la mutacion en nuestra poblacion ya mencionada, asi ademas
no se encontré una asociacion mas alta de mutacion (p no significativa) y
alteraciones del ritmo de base como lo serian bloqueo AV de cualquier grado como se
ha descrito en la literatura.

DISTRIBUCION DE LOS DATOS RELEVANTES Y SU ASOCIACION CON
MUTACION, ARRITMIAS Y OTROS FACTORES DE RIESGO.

PACIENTES TOTAL (n=29) EDAD (MEDIA) % PRESENCIA DE | FEVI (media:
ARRTIMIAS mediana)

SEXO MASC. 23

SEXO FEM. 6

TOTAL (n=29) 44.13 10.34 27% : 30%

Mutacion N. de casos positivos. Porcentaje.

Lamin A/C 3 10.34%

Lamin A/C

H N. de casos
(N=29)

M casos positivos
a mutacion
(10.34%)
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Inmunohistoquimica.

Previa realizacion del microarreglo de las 29 muestras. (Fig 1, 2 y 3) El analisis de
inmunoflourescencia indirecta de las biopsias de miocardio explantado con
miocardiopatia dilatada especificamente del ventriculo izquierdo, revelo que todos
los nucleos de los cardiomiocitos estaban inmunotefidos con los anticuerpos
dirigidos contra el epitope del anticuerpo secundario que a su vez estaba sobre el
anticuerpo primario de timoglobulina, que como esta claro en la literatura la
timoglobulina siempre va ligada biolégicamente a la proteina lamin A/C a nivel de
la parte interna de la membrana nuclear.

Sin embargo, el anticuerpo A, dirigido contra lamina A solamente, muestra una
inmunotincion marcadamente reducida en comparacion con el control, lo que
sugiere una disminucion de la isoforma de lamin A o una conformacion anormal de
los polimeros de laminina.

Fig. 2. Microarreglo en proceso, de estos

Fig 1.Punch o sacabocado de bloque de bloques se obtuvo a través de micrétomo la
parafina de tejido miocardico dilatado laminilla para trabajar.
(Ventriculo Izquierdo)

Fig 3. Microarreglo terminado.
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Un analisis ultraestructural revelo que en aproximadamente el 30 % de los nucleos
(57 de 190 que se pudieron identificar) mostraban una dramatica alteracion en la
distribucion nuclear, asi como en la organizacién que afectaba la forma del nucleo,
la densidad de la cromatina y su organizacion.

Mientras el nucleo de cardiomiocitos normales es casi circular o ovoide, los
observados en este estudio eran altamente elongados, irregulares y severamente
deformados. Incluso diferentes grados de agregacion de cromatina fueron
observados dentro del nucleo de los cardiomiocitos.

Ademas el 15% de los nucleos estaban parcialmente carentes de membrana
nuclear. En dichos nucleos se encontré6 una adherencia de la mitocondria a la
parte “desnuda” de la membrana.

El hallazgo mas sorprendente fue la aparicién de organelos sarcoplasmicos como
la mitocondria, canales de reticulo sarcoplasmico, lipofusina, granulos de
glucégeno dentro de la matriz nuclear aun y con una membrana aparentemente
sana. Estos organelos fueron localizados libres en el nucleoplasma y no estaban
conectados por membranas. El numero de elementos sarcoplasmicos dentro de la
membrana nuclear fue variable. En algunos casos estaban llenos de mitocondrias
o de otros organelos y en otros nucleos la cromatina era muy fina, envolviendo la
mitocondria fuera de lugar.

Este fendmeno intrigante de organelos sarcoplasmicos dentro del nucleoplasma
sugiere que han llegado ahi debido a una disrupciéon de la membrana nuclear.
Este tipo de dafio solo ha sido observado en el nucleo de los cardiomiocitos pero
no ha sido demostrado en otros tejidos como en fibroblastos o musculo liso de
vasos sanguineos. Ademas de los cambios en la arquitectura nuclear descrita
arriba, se observo una hipertrofia de los miocitos del tejido cardiaco.

DISCUSION.

Multiples genes pueden causar cardiomiopatia dilatada como se ha demostrado en
diferentes ensayos, ocasionando, entonces, una miocardiopatia dilatada
hereditaria. Debido al conocimiento incompleto de genes involucrados en la
miocardiopatia dilatada con ademas de la variacion de la poblacion especifica en
cuanto a estructura y genética propia, la caracterizacibn de la asociacion
Fenotipo—genotipo ha sido un reto importante aun con mucho que descifrar.

La lamin A/C interactua con la mayor parte de las proteinas de la membrana
nuclear, asi como con muchas proteinas del nucleoplasma. Por lo menos existen
20 diferentes proteinas ligadas a lamin A/C y estas proteinas a su vez estan
ligadas a la envoltura nuclear y se hacen llamar complejos Laminina-emerina,

Las mutaciones ocurridas en la Lamin A/C pueden ocasionar defectos en los
procesos de ensamblaje de los filamentos y a su vez interferir con la interaccion de
proteinas ligadas a la membrana nuclear, esto conlleva a diferentes
anormalidades en la funcién de la membrana nuclear
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La posicién central observada de los nucleos individuales en cardiomiocitos con
organelos sarcoplasmicas circundantes , principalmente mitocondrias , asi como
la funcion continua contractil de los miocitos, puede resultar en la insercién de
organelos vecinos en el interior de la membrana, es decir dentro del nucleoplasma

Este fendbmeno estructural encontrado en los nucleos de los cardiomiocitos en
nuestros pacientes positivos a los cambios ultraestructurales con
inmunuhistomiquimica positiva esta en acuerdo con el hecho de que la expresion
de lamin da lugar a la agregacion de cuerpos agregados dentro del nucleo por un
defecto en la membrana nuclear.

Estos resultados indican que la presencia de mutaciones en el gen Lamin A/C en
la miocardiopatia dilatada son los causantes de los cambios en la membrana
(disrupcion) nuclear.

Teniendo en cuenta todos los datos presentados anteriormente, asi como nuestro
estudio ultraestructural, se puede sugerir que una mutacion de Gen LMNA ejerce
diferentes efectos sobre la arquitectura nuclear del musculo cardiaco. Esta
variabilidad podria ser el resultado de diferencias en la estructura del musculo
cardiaco asi como su funcion.

CONCLUSION.

La envoltura nuclear o la lamina nuclear se ha convertido en los ultimos afios un
foco importante de investigacidon por parte de las diferentes comunidades
cientificas esto debido al impacto clinico que podria tener la aplicacion de la
deteccion de una mutacién especifica para una enfermedad.

Sin embargo aun no se ha podido correlacionar de manera precisa que una sola
mutacién como lo es en este caso la de Lamin A/C sea la responsable absoluta de
la miocardiopatia dilatada hereditaria ya que es posible que intervengan
mutaciones de otros genes que codifican otras proteinas estructurales, asi como
los efectos ambientales propios de cada individuo. Aunque no se descarta que un
futuro se pueda asociar con alto indice de certeza, la probabilidad de que una
laminopatia se manifieste clinicamente con una enfermedad, y es ahi donde se
podra limitar un dafno antes de que este inicie, incluso, el primer sintoma.
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