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1. RESUMEN

Busqueda de mutaciones en los genes de los canales idnicos cardiacos en nifios
con miocardiopatia dilatada y su asociacibn con las anormalidades en la
repolarizacion eléctrica.

Introducciéon. La miocardiopatia dilatada (MCD) es la miocardiopatia mas
frecuente en la edad pediatrica. Es la primera causa de muerte por insuficiencia
cardiaca refractaria en los nifios y es el principal motivo de referencia para
trasplante cardiaco en este grupo de edad. Los pacientes pediatricos con MCD
presentan trastornos en la repolarizacion ventricular, o que conlleva mayor riesgo
de presentar muerte subita secundaria arritmias ventriculares, adicionando un peor
prondstico a la enfermedad. Hasta un 50% de los casos de MCD tienen una
presentacion familiar y es de causa genética. Hasta la fecha se han identificado
mutaciones asociadas con esta enfermedad en mas de 40 genes diferentes
relacionados con proteinas del citoesqueleto, el sarcémero, las uniones
intercelulares, la membrana nuclear, canales i6nicos y proteinas mitocondriales.

Objetivos. Fundamentar la asociacion directa entre las mutaciones en genes de
los canales ionicos y la presencia de anormalidades especificas de la
repolarizacién eléctrica en nifios con diagndstico de miocardiopatia dilatada.

Material y Métodos. Estudio observacional, analitico, ambispectivo. Se estudiaron
27 pacientes con diagndstico de MCD en nifios del HIMFG, a quienes se les
extrajo material genético para blusqueda de mutaciones mediante secuenciacion
masiva de Ultima generacion en un panel de 145 genes estructurales y
funcionales, corroborados mediante técnica de secuenciacion tipo Sanger.
Posteriormente con andlisis de hallazgos electrocardiograficos en busqueda de
alteraciones en la repolarizacion ventricular y evaluacion de los datos para
identificar relacion causal de ciertas mutaciones con la presencia de
anormalidades especificas en el electrocardiograma de superficie.

Resultados. Se encontraron 54 mutaciones en 33 genes diferentes afectados, el
69% de las mutaciones en genes estructurales y 31% en los funcionales, siendo
respectivamente TTN y SCN10A los mas frecuentemente afectados. En cuanto a
las anormalidades eléctricas, los parametros mas afectados fueron la onda T y el
QTc. Laonda T anormal se presento afectando en 82.37% a los genes funcionales
vs 72.97% a los estructurales. EI QTc prolongado se identifico en el 76.47% en
genes funcionales vs 56.75% en los estructurales.

Conclusiones. Las mutaciones en los genes de los canales idnicos o funcionales
son menos frecuentes y estan mas relacionados, como subgrupo, con algunas
alteraciones en la repolarizacion ventricular, como la onda T invertida o bifasica, el
intervalo QT corregido prolongado y el infra o supradesnivel del segmento ST. En
este estudio no se encontr6 una mutacion especifica, tanto estructural como
funcional, que se relacione de manera causal con una alteracion
electrocardiografica determinada.



2. INTRODUCCION

Las miocardiopatias son trastornos del musculo cardiaco que afectan la funcion
sistélica ventricular, la funcion diastdlica, o ambas. Se clasifican por la
Organizacion Mundial de la Salud como: 1) la miocardiopatia dilatada (MCD), 2) la
miocardiopatia hipertréfica, 3) la miocardiopatia restrictiva y 4) la displasia-
miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho. La mayoria de los pacientes
presentan formas "puras” que cumplen los criterios diagnosticos estrictos, aunque

algunos presentan superposicién con formas mixtas de la enfermedad®.

A pesar del gran interés en estas enfermedades de alto impacto, la demografia y
las causas subyacentes aun permanecen dificiles de discernir, sobre todo en los

nifiost.

La miocardiopatia dilatada, un trastorno miocardico caracterizado por una camara
dilatada del ventriculo izquierdo (VI) y disfuncion sistélica que suele dar lugar a
insuficiencia cardiaca congestiva (ICC), es la forma méas comun de estas
cardiomiopatias y motivo de trasplante cardiaco en adultos y nifios. En algunos
casos, también se observa disfuncién ventricular derecha y puede aumentar la

gravedad clinica de la enfermedad®.

El costo estimado del cuidado de pacientes con este trastorno es de $ 4 mil
millones a $ 10 mil millones de dolares de forma anual solo en los Estados Unidos.
En adultos, se ha informado que la incidencia de MCD es de 5,5 casos por
100.000 habitantes al afio, con una prevalencia de 36 casos por 100.000
habitantes. La causa subyacente en los adultos suele ser enfermedad arterial
coronaria, pero también se observan otras causas, como enfermedad cardiaca
inflamatoria, toxinas miocardicas y defectos genéticos. Aproximadamente 30% a
35% de los pacientes se informa que tienen una forma genética de MCD. Sin
embargo, los lactantes y los niflos mayores parecen tener un espectro mas amplio

de causas, aunque la identificacion de éstas ha sido dificil®.



Se ha publicado relativamente poca informacion sobre la incidencia de
cardiomiopatias en la infancia. Arola et al informaron una incidencia de MCD de
0,34 casos por 100.000 nifios al afio y una prevalencia de 2,6 casos por 100.000

nifios en Finlandia, una poblacién racialmente homogénea®.

Recientemente, el Pediatric Cardiomyopathy Registry (PCMR), inform6 la
incidencia de miocardiopatia pediatrica en los Estados Unidos, con una incidencia
anual de 1,13 por 100.000 lactantes y nifios en general, con diferencias por raza,
sexo Yy region. Estos datos estan respaldados por hallazgos similares en
Australia®?. La incidencia anual de solamente MCD fue de 0.57 casos por cada
100.000 nifios al afio, fue significativamente mas alta en lactantes menores de 1
afo (8.34 casos por 100.000 nifios al afio), asi como en hombres que en mujeres
(1.32 vs. 0.92 por 100.000 al afio), y en personas de raza negra comparadas con
personas de raza blanca (1.47 vs. 1.06 por 100.000 al afio). Sin embargo la
incidencia de miocardiopatia puede ser potencialmente subestimada debido a que
la muerte subita como sintoma de presentacion en los nifios puede no ser

identificada ni reportada por lo médicos clinicos o patélogos?.



3. MARCO TEORICO

La miocardiopatia dilatada (MCD) es la principal causa de insuficiencia cardiaca
en nifios y la primera causa de muerte por insuficiencia cardiaca refractaria a
tratamiento médico en este grupo de edad. La MCD es la forma mas comun de las
cardiomiopatias en la edad pediatrica®>. El prondstico de la enfermedad es muy
pobre, ya que de no realizarse un trasplante cardiaco, el 40% de los casos fallecen

dentro de los primeros 5 afios de establecido el diagnéstico®.

De los nifios diagnosticados de primera vez con MCD, s6lo el 34% tienen causa
conocida: 16% con miocarditis, 9% con trastornos neuromusculares, 5%
miocardiopatia familiar, 4% con errores innatos del metabolismo y 1% con
sindrome genéticos con malformaciones. El resto se consideran como MCD
idiopatica, siendo la méas frecuente con el 66% de prevalencia segun el Pediatric
Cardiomyopathy Registry (PCMR)*.

En total, el 71% de los nifios con MCD que se presenta con insuficiencia cardiaca
al diagnéstico, y aunque varian por mucho las causas, todos los grupos se
presentan con fraccibn de acortamiento del ventriculo izquierdo gravemente

reducida®.

3.1 Diagnéstico

3.1.1 Manifestaciones clinicas:
Se sospecha en todo nifio con insuficiencia cardiaca, sin embargo la
presentacion inicial es variable, desde la forma asintomatica hasta la
insuficiencia cardiaca grave y refractaria a tratamiento, tromboembolia,

infarto, arritmia y muerte subita (MS)*.

3.1.2 Ecocardiograma bidimensional:
La MCD se corrobora al demostrar con ecocardiograma un ventriculo
izquierdo (VI) dilatado, con adelgazamiento de su pared y con una
funcién sistélica reducida. Es comun demostrar también una relajacion

del VI alterada y una distensibilidad del VI anormal (disfuncion



diastolica). La MCD afecta primordialmente al VI aunque el ventriculo
derecho (VD) puede estar también involucrado con un grado variable de
dilatacién y disminucion de su contractilidad®.

Existen varios métodos ecocardiograficos para evaluar la funcion
cardiaca, el parametro mas ampliamente utilizado como prueba de
funcion sistélica del ventriculo izquierdo (VI) es la fraccion de expulsiéon
del ventriculo izquierdo (FEVI). La FEVI se puede obtener utilizando el
modo M bidimensional y expresa el porcentaje de sangre expulsada por
el VI durante la sistole; es una relacion normalizada entre los volumenes
diastolicos y sistdlicos finales. Hasta la fecha es el parametro mas
utilizado pues se correlaciona como predictor confiable y orienta el
manejo en muchas situaciones clinicas. En los casos en los que se
observa que la geometria del VI esta alterada debido a la gran dilatacion
ventricular como sucede en la miocardiopatia dilatada, el método de
Simpson o biplanar complementa la evaluacion. Este método calcula la
FEVI con base en los volumenes ventriculares tanto al final de la sistole
como al final de la diastole, mismo que es evaluado en diferentes
aproximaciones del VI (cuatro camaras y dos camaras). Una vez
delimitado el borde endocardico en didstole y en sistole, en ambas

proyecciones, la FEVI se calcula mediante la siguiente formula®:

FEVI = (VTD-VTS/VTD) x 100

Donde FEVI = fraccion de expulsién del ventriculo izquierdo; VTD =

volumen en telediastole; VTS = volumen en telesistole®.

Los equipos modernos de ecocardiografia entregan al operador el
resultado de los volimenes adquiridos y la FEVI calculada. Existen
diversos criterios que utilizan la FEVI del ecocardiograma para definir la
presencia y severidad de la insuficiencia cardiaca (IC). Uno de los mas

utilizados es el propuesto por la Sociedad Americana de Ecocardiografia



3.1.3

que considera FEVI normal (sin IC) 260%, FEVI 50-59% (IC grado 1),
FEVI 40-49% (IC grado 1), FEVI 20-39% (IC grado Ill) y FEVI <20% (IC
grado IV)°.

Otro parametro que evalta la funcion del VI por ecocardiografia es la
fraccion de acortamiento del VI (FA). La FA es la relacion normalizada
entre diametros, al final de la diastole y la sistole, en un corte
circunferencial determinado ([didmetro diastdlico — diametro sistélico/
diametro diastolico] x 100). Su valor normal, mayor de 26%, representa
un parametro del segmento evaluado. Si se calcula la FA de area, aun
sigue siendo un parametro segmentario. La limitacion del método es el
hecho de que esta medida sélo es evaluada en aquellos pacientes que
no tienen anormalidades segmentarias de la movilidad ni movimiento
septal paradogjico; debe asegurarse que el corte sea perpendicular a los
musculos papilares ya que un corte oblicuo puede dar lugar a falsas
mediciones y por lo tanto a célculos no confiables®.

Un estudio reciente revel6 que la incidencia a 5 afios de muerte subita
(MS) por MCD en nifios es alrededor del 3%, siendo los pacientes de
mayor riesgo los diagnosticados a edades mas tempranas y los que
muestran mayor grado de dilatacion ventricular con menor grosor de la

pared al ecocardiograma?®.

Electrocardiograma de superficie de 12 derivaciones:

Los parametros electrocardiograficos muestran complejos QRS de gran
amplitud, simulando hipertrofia, pero relacionandolo con la clinica se
infiere que es dilatacién de cavidades (Fig. 1); en pacientes adultos es
muy comun encontrar bloqueo completo de rama izquierda del haz de
His (BCRIHH), pero en la poblacion pediatrica no es comun; se cree que
pudiera ser porgue los potenciales de accion se retrasan demasiado y
no es captado por un electrocardiégrafo de manera rutinaria, por lo tanto

el bloqueo no es perceptible®.



Equipo! ELECTROCA> Veloc 25 mm/s Miemb: 10 mm/mV Prec 5 mm/mV F 60~ 0,15-150 Hz PHOB P2
Fig. 1. Electrocardiograma de superficie de 12 derivaciones de un paciente con MCD, sonde se
observa complejos QRS de gran amplitud en derivaciones precordiales indicando gran dilatacién

ventricular.

3.2 Repolarizacion ventricular

Los pacientes pediatricos con MCD presentan un patrén electrocardiogréafico
diferente al de la poblacion adulta, pues existen trastornos en la repolarizacion

ventricular.

El nodo sinusal es el marcapasos primario del corazén y una vez que sus
células se han despolarizado, transmiten el potencial eléctrico a sus células
vecinas propiciando la contraccion del resto de la auricula, septum
interauricular y auricula izquierda. Posteriormente, el impulso eléctrico arriba a
una zona ubicada en la cercania de la unién auriculo-ventricular (AV) a nivel

del septum interventricular conocida como nodo AV.

El nodo AV esta conformado por células altamente especializadas cuya funcion
es por un lado propiciar un ligero enlentecimiento de la conduccion eléctrica
proveniente de la auriculas y por otro dirigir el impulso eléctrico hacia los
ventriculos, inicialmente hacia el VD por medio de la rama derecha del haz de
His (RDHH) y sus fibras de Purkinje seguido de la conduccién eléctrica hacia el

VI via rama izquierda del haz de His (RIHH) con sus subdivisiones hacia el



fasciculo anterior de la RIHH y hacia el fasciculo posterior de la RIHH y

finalmente hacia las fibras de Purkinje del VI.

La conducciéon del impulso eléctrico generado desde el nodo sinusal hacia los
diferentes subsegmentos del corazon debe tener una temporalidad precisa y

debe suceder en perfecta sincronia.

El tiempo de conduccién normal desde la generacion del impulso eléctrico en el
nodo sinusal hasta la union AV es alrededor de 120 milisegundos (ms). El VD
precede en contraerse al VI con una diferencia de 20 a 30 ms. El septum
interventricular es la primera estructura del VI en contraerse siendo la dltima la
pared postero-lateral del mismo. El tiempo total de contraccion del VI desde el
inicio de la contraccion septal hasta el final de la contraccién de la pared lateral

posterior debe tener una duracién no mayor de 50 ms.

Existen de dos tipos de potencial de accion de las células cardiacas: uno de las
células excitables y otro de las células con automatismo, que implica al nodo
sinusal y AV (Fig. 2).
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Fig. 2. A) Potencial de acciéon de células automatas. B) potencial de accion de células excitables del

corazon.

Enfocandose a las células excitables se entiende que la repolarizacion

ventricular comprende desde el punto J (final del QRS) hasta el final de la onda
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Ty, si es visible, la onda U, correspondiendo a las fases 3 y 4 del potencial de

accion (Fig. 3).

Fase 1 Fase 2

Fase 0

-85 mV

p T
EGG L
Q S
Fig. 3. Esquema que relaciona el potencial de accién con el trazo electrocardiogréafico

Mltiples estudios en cardiomiocitos de diferentes especies de mamiferos '3
han descrito que el tejido miocardico contiene 3 estirpes en cuestiones
electrofisiolégicas: las células endocérdicas, epicardicas y las células M°. La
principal diferencia entre estas estirpes es la duracion de la repolarizacion,
donde las células epicardicas se repolarizan primero, seguidas por las
endocérdicas y finalizando con las células M. Esto provoca gradientes en el
voltaje que derivan en la deflexibn positiva habitual de la onda T en el
electrocardiograma de superficie y por ende también le confieren su duracion al
intervalo QT ** !, Este gradiente de voltaje es denominado como dispersion

transmural de la repolarizacion (DTR).

Se ha encontrado que el final de la repolarizacion de las células endocardicas
coincide con el final de la onda T y el final de la repolarizacién de las células
epicardicas coincide con el pico de la onda T en un electrograma bipolar endo-
epicardico. Por lo tanto el intervalo desde el pico hasta el término de la onda T
(intervalo Tpeak-Tend) se correlaciona bien con el valor de dispersion

transmural de la repolarizacién (DTR)'. Por lo tanto hay evidencia que
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sostiene que se puede estimar el DTR a partir del segmento que va del pico (o

nadir, dependiendo de la polaridad) de la onda T hasta su final (Tp.e) > .

e G EEpREE e i
i (o1 £
\/M ol R AT 0

Fig. 4. El intervalo Ty, Yy la relacion T,/QT se encuentran incrementados en pacientes con
sindrome de QT largo congénito con sincope recurrente.
Fuente: Gupta P, et al. T(p-¢)/QT ratio as an index of arrhythmogenesis. J Electrocardiol, 2008. 41(6): p. 570.

El intervalo Tp-e en un estudio de ECG de 12 derivaciones es poco probable
gue provea una medida absoluta del DTR. Sin embargo, se propone que sirve
mas bien como indice de dispersion total de la repolarizacion (transmural,
apicobasal o global) y los cambios en este pardmetro desde el valor basal

pueden pronosticar el riesgo de arritmia®® *’.

Estudios recientes sugieren que la medicion del Tpe en las derivaciones
precordiales (especialmente V4) es mas precisa para estimar la TDR™.
Ademas se recomienda la correccién con la frecuencia cardiaca usando la
formula de Bazzet (Tp.C = Tp_e/\/RR’) con un rango normal calculado para nifios
sanos de 51.5-118.3ms'® #'. Asi como su correccién con la masa corporal
dividiendo con el intervalo QT medido (Tp-e/QT)lG. Para este Ultimo parametro

contamos con un valor normal entre 0.1256-0.2864%°.

El aumento patolégico o inducido de la TDR puede causar un efecto de
despolarizacién temprana al momento en que se sobrepongan las fases 2 y 3
de los potenciales de accion de las células epicardicas y M desencadenando
mecanismos de reentrada que estimulan la presencia de extrasistoles que
pueden desatar arritmias ventriculares malignas como torsades de pointes

(TdP) y fibrilacién ventricular (FV) que al final conlleven a una muerte stbita™®.
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Este fendmeno se ha observado en diversas entidades como el sindrome de

2324 sindrome de QT corto®, taquicardia

Brugada®, sindrome de QT largo
ventricular polimérfica catecolaminérgica®®, miocardiopatia hipertréfica®’,
miocardiopatia dilatada y recientemente en pacientes con insuficiencia

cardiaca bajo terapia de estimulacion biventricular?®%.

3.3 Implicaciéon genética en miocardiopatia dilatada

Hasta un 50% de los casos de MCD tienen una presentacion familiar y es de
causa genética. El modo predominante de herencia es autosémico dominante,
siendo las formas ligadas al sexo y la herencia mitocondrial menos frecuentes.
Estudios para tamizaje familiar, mostraron que el 48% de las MCD son
hereditarias®.

Tabla 1. Genes mayores causantes de Miocardiopatia Dilatada.

Gen Proteina Fraccion estimada de Herencia
MCD (%)

TTN Titina 15-25 AD
LMNA Lamina A/C 4-8 AD
MYH7 Cadena pesada de la B-miosina 4-8 AD
TNNT2 Troponina cardiaca T 3-6 AD
RBM20 Proteina 20 ligada a ARN 3-6 AD
BAG3 BCL2-associated athanogene 3 2-4 AD
TPM1 a-tropomiosina 2-4 AD
DSP Desmoplaquina 1-3 AD y AR
SCN5A Canal de sodio 1-2 AD
ACTC1 Actina cardiaca 1-2 AD
MYBPC3 Proteina C ligada a miosina 1 AD
DMD Distrofina <1 LX
TAZ Tafazina <1 LX
PLN Fosfolamban <1 AD
PKP2 Placofilina <1 AD
DES Desmina <1 ADy AR
DSG2 Desmogleina <1 AD
LDB3 Cypher/ZASP <1 AD
TNNI3 Troponina cardiaca | <1 ADy AR
TNNC1 Troponina cardiaca C <1 AD

AD: Autosémico Dominante, AR: Autosémico Recesivo, LX: Ligado al X
Fuente: Garcia-Pavia P, Cobo-Marcos M, Guzzo-Merello G, et al. Genetics in dilated
cardiomyopathy. Biomarkers in Medicine, 2013; 7(4): 517-533.

Hasta la fecha se han identificado mutaciones asociadas con esta enfermedad

en mas de 40 genes diferentes relacionados con proteinas del citoesqueleto, el
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sarcomero, las uniones intercelulares, la membrana nuclear, canales i6nicos y
proteinas mitocondriales®’. Los genes mostrados en la tabla 1 son los
principales e incluyen mas del 70% de las mutaciones previamente asociadas

con el desarrollo de MCD3®* 3,

3.3.1 Genes funcionales y genes que codifican para canales iénicos:

Ademas de los genes estructurales que se han estudiado ampliamente en
la MCD vy otras enfermedades, existe otro grupo de genes denominados
funcionales, entre ellos de gran relevancia los genes que codifican para
los canales i6nicos. Mutaciones en genes de los canales idnicos han sido
ampliamente reportados en asociacion con enfermedades eléctricas
hereditarias causantes de muerte subita cardiaca entre las que podemos
mencionar por frecuencia al sindrome de QT largo, sindrome de Brugada,
taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica, sindrome de QT
corto y displasia arritmogénica del ventriculo derecho por mencionar
algunas.

Estos genes funcionales codifican para los canales i6nicos cardiacos de
sodio, potasio y calcio, principalmente, y también se incluyen algunos
genes que coparticipan en la apertura-cierre de los canales iénicos y/o en
procesos que participan en la excitacidn-contraccion cardiaca. Uno de
estos genes con mayor trascendencia es el gen SCN5A que codifica para
el canal de sodio y que se expresa principalmente en el tracto de entrada,
es decir, en el miocardio de las venas cavas, mientras que la expresion en
el ventriculo es mas basal. SCN5A es uno de los pocos genes de los
canales i6nicos que se ha reportado en asociacibn a la MCD.
Actualmente, no existen datos sobre la distribucion de SCN1B en el
corazon fetal, y tampoco sobre la distribucidon de estos canales en el
sistema de conduccion cardiaco.

La expresion de los genes KCNQ1, KCNH2 y KCNE3 que codifican para
canales i6nicos de potasio, es homogénea en el miocardio fetal. Sin
embargo, las subunidades auxiliares presentan un patrén de expresion

dindmico. KCNE1 se queda restringido al miocardio ventricular, mientras
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gue KCNE2 y KCNE3 estan confinados al miocardio atrial. La expresion
de ciertas subunidades en el sistema de conduccion cardiaco es
interesante. Los transcritos de KCNQ1 presentan niveles de expresion
semejantes en el sistema de conduccion cardiaco y en el miocardio de
trabajo, pero existe un claro incremento en la cantidad de proteina de
KCNQ1 en el sistema de conduccién (nddulo AV, fasciculo de His y rama
derecha e izquierda).

Dichas diferencias permiten postular que existe un mecanismo de control
postranscripcional especifico de tejido en el sistema de conduccion. La
expresion de KCNH2 es semejante tanto en el ARNm como en la proteina
en el miocardio.

Los estudios familiares de los sindromes con implicacion de herencia
mendeliana, andlisis de genes candidatos y los estudios de asociacién del
genoma completo (GWAS siglas en inglés de Genome-Wide Association
Studies) pueden ayudar al entendimiento de las implicaciones genotipo-
fenotipo de enfermedades como la MCD. La secuenciacion masiva de
Ultima generacion (NGS por sus siglas en inglés Next Generation
Sequencing) permite un andlisis rapido de gran cantidad de informacion
genética y es util en el estudio de los genes que se conocen causantes de
MCD*, existen antecedentes que el uso del NGS contribuye en la
identificacion de las variantes de riesgo y las mutaciones causantes de la
enfermedad, muchos de ellos codifican para componentes estructurales

del musculo cardiaco, sobre todo sarcémero o los discos z3°%¢

, con esto
es posible el estudio genético de casos familiares®”. La relacién
genotipo/fenotipo, ofrece a las familias una oportunidad de obtener un
diagnostico genético y puede ser util en planificacion de futuros

embarazos y el desarrollo de un tratamiento mas dirigido.
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4. ANTECEDENTES

En la comunidad cientifica contamos con numerosas publicaciones a cerca del
pobre pronostico de la MCD en cuanto a su curso con datos de insuficiencia
cardiaca o presencia de arritmias. Se ha encontrado que hasta en el 76.9% de los
pacientes que fallecen se ha documentado una arritmia, siendo éste un factor de
riesgo de mortalidad estadisticamente significativo en los pacientes con MCD
idiopatica®® % 41,

Por otra parte, los enfoques genéticos han revelado los genes de la enfermedad
para la miocardiopatia primaria hereditaria y otros estudios han demostrado que
las alteraciones funcionales caracteristicas inducidas por las mutaciones
asociadas a la enfermedad estan estrechamente relacionadas con los tipos
clinicos, de tal manera que la disminucién de la sensibilidad del Ca** a la
contraccion muscular esta asociada a MCD. Estudios recientes han sugerido que
las mutaciones en los componentes del disco Z que se encuentran en la MCD
pueden dar lugar a la disminucién de la rigidez de la sarcomera. Ademas, el
analisis funcional de las mutaciones en los otros componentes del musculo
cardiaco ha sugerido que la respuesta alterada a las tensiones metabdlicas esta
asociada con miocardiopatia, lo que indica la heterogeneidad en la etiologia y
patogénesis de la MCD*:.

A pesar de lo anterior, no existen estudios reportados que busquen una relacion
especifica de las mutaciones con las manifestaciones electrocardiograficas ya
expuestas y que condicionan peor prondstico para el paciente con MCD. Por lo

gue se considera un estudio pionero en este aspecto.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las anormalidades en la repolarizacion eléctrica que muestran los nifios con MCD
es un aspecto que no se ha estudiado suficientemente. En un analisis,
encontramos alteraciones similares a las previamente reportadas en
enfermedades arritmogénicas hereditarias causantes de muerte subita englobadas
bajo el término de canalopatias. Se conoce que las canalopatias son causadas por
mutaciones en los genes de los canales i6nicos, pero ningun grupo de
investigacion ha buscado mutaciones en estos genes en pacientes con MCD como
tampoco se ha analizado su posible asociacion con las anormalidades en la
repolarizacién ni con la respuesta a las terapias hasta ahora disponibles.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existen mutaciones en genes de los canales i6nicos que causen la

miocardiopatia dilatada y ocasionen anormalidades en la repolarizacion eléctrica?
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7. JUSTIFICACION

La miocardiopatia dilatada es la principal causa de muerte por insuficiencia
cardiaca refractaria en nifios y jovenes. Las opciones de tratamiento actualmente
disponibles no han mostrado mejoria substancial en la supervivencia. Si logramos
identificar mutaciones en los canales iénicos como causantes de esta enfermedad
basados en la identificacibn de anormalidades eléctricas que hemos
documentado, podriamos estar en condiciones de hacer estudios experimentales
que analicen el comportamiento funcional de los canales ibnicos en respuesta a

farmacos y de proponer otras opciones de tratamiento para esta enfermedad.
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8. OBJETIVOS

8.1

8.2

Objetivo principal

Fundamentar si hay asociacién directa entre las mutaciones en

genes que codifican componentes cardiacos funcionales como los

canales ionicos y la presencia de anormalidades especificas de la

repolarizacién eléctrica en nifios con diagnostico de miocardiopatia

dilatada.

Objetivos secundarios

8.2.1

8.2.2

8.2.3

8.2.4

Realizar una amplificacién de un panel predeterminado de 145
genes (87 funcionales y 58 estructurales) por medio de
secuenciacion masiva de ultima generacion, con busqueda de
las mutaciones correspondientes en estos genes, asi como en
genes no reportados en la literatura causantes de
miocardiopatia dilatada en nifios.

Confirmar las variaciones de los genes mutados mediante
secuenciacion Sanger.

Identificar las mutaciones en genes funcionales causantes de
miocardiopatia dilatada.

Analizar el electrocardiograma de superficie de 12
derivaciones con busqueda intencionada de alteraciones en la
repolarizaciébn ventricular en nifios con miocardiopatia

dilatada.
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9. HIPOTESIS

9.1

9.2

Hipotesis alterna

Mutaciones en los canales idnicos cardiacos no soOlo causan
enfermedades arritmogénicas hereditarias sino también afectacion
estructural en la fibra miocardica con Miocardiopatia Dilatada y
anormalidades electrocardiograficas en la repolarizacion, lo que
explica, al menos en parte, la mala respuesta a las terapias hasta

ahora disponibles.

Hipdtesis nula
Mutaciones en los canales i6nicos no causan afectacion estructural
de la fibra miocardica y no se relaciona con las anormalidades

electrocardiograficas en la repolarizacion.
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10. METODOLOGIA

10.1 Disefio del estudio.

Se trata de un estudio observacional, analitico, ambispectivo.

10.2 Poblacion de estudio
Los sujetos que participan en el estudio son nifilos del Hospital Infantil de
México Federico Gomez (HIMFG) con diagnéstico de MCD, los cuales

cumplen con lo siguiente:

10.3 Criterios de inclusion.

10.3.1 Pacientes menores de 18 afios de edad.

10.3.2 Diagnéstico de miocardiopatia dilatada demostrado con al menos un
estudio de ecocardiograma.

10.3.3Carta firmada de consentimiento informado segun las
recomendaciones del comité de ética del HIMFG, firmada por uno o
ambos padres o tutores.

10.3.4 Carta firmada de asentimiento informado para los pacientes mayores
de 7 afos segun las recomendaciones del comité de ética del
HIMFG.

10.4 Criterios de exclusion.
10.4.1 Pacientes con MCD asociada a un sindrome genético (Carbajal,
Alstrém, Barth, etc).
10.4.2 Pacientes con expediente incompleto o falta de algun dato que

impide la recoleccién de datos.

10.5 Criterios de eliminacion
10.5.1 Pacientes que por cualquier razon decidan no continuar con el
estudio o muerte antes de obtener una muestra de ADN o algun otro

estudio necesario para el protocolo.
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10.6 Tamano de la muestra

10.7

Se incluiran todos los nifios con diagndstico de miocardiopatia dilatada
del Hospital Infantil de México Federico Gomez que acepten participar

en el estudio.

Metodologia

A cada participante se le realizara:

10.7.1 Valoracion clinica

Se hizo un interrogatorio dirigido en busqueda de sintomas
principales caracteristicos para determinar la clase funcional de cada
paciente. Se realizé la exploracion fisica general enfocada al area
cardioldgica, con inspeccion general y del térax, auscultaciéon dirigida
principalmente al precordio en busca de calidad, frecuencia cardiaca
presencia de ruidos agregados, ritmo, soplos o algun otro dato,
palpacion del area precordial, pulsos, etc. Se obtendran valores de:

sexo, edad, peso y talla.

10.7.2 Electrocardiograma de superficie de 12 derivaciones (ECG)

Con un electrocardiografo marca Phillips modelo Page Writer Trim I
se realiza este estudio, es necesario que la persona esté relajada en
decubito supino, sin ropa desde la cintura hacia arriba, sin portar
objetos de metal para evitar interferencia con la maquina; se colocan
10 electrodos autoadheribles: 6 en el pecho denominadas
derivaciones precordiales y los otros 4 en las extremidades
denominadas derivaciones monopolares y bipolares de acuerdo a lo
que se analice, estos van conectados a unos cables que transmiten
el impulso eléctrico del corazon de acuerdo a la posicion en el que se
encuentra al electrocardiégrafo, donde una vez captada la sefial lo
muestra en la pantalla del aparato y se imprime en papel milimétrico

para su analisis.
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El ECG permite analizar la actividad eléctrica del corazén y conocer
los tiempos de conduccion; mediremos la duracién de PR, QRS, QT,
QTc, Frecuencia cardiaca (FC), Tpe Y TpeC en milisegundos;
analizaremos la morfologia de la onda P, onda T, complejo QRS,
intervalo QT y la relacion T,./QT, asi como la presencia de
supradesnivel o infradesnivel del segmento ST, presencia de onda J,
onda Delta, bloqueos o algun patrén sugestivo de anormalidad.

10.7.3 Monitoreo electrocardiogréfico tipo holter de 24 horas.

Es un estudio que se realiza de manera ambulatoria, se utilizard un
Holter Digi Trak- Plus de 3 canales marca Phillips, su funcion
principal es registrar la actividad eléctrica del corazén durante 24
horas; es necesario colocar 5 electrodos autoadheribles en el pecho
que van conectados a cables que transmiten el impulso eléctrico al
Holter y éste va guardando la informacion.

Una vez finalizado el estudio se descarga en una computadora y con
un software especial se analizé de manera intencionada la presencia
de extrasistoles, taquicardias, pausas o0 algun otro dato de

anormalidad en la conduccioén eléctrica.

10.7.4 Ecocardiograma bidimensional
Se utilizara un ecocardiégrafo marca Phillips modelo IE33XMATRIX
Echocardiography System; el paciente en decubito supino sin ropa
de la cintura para arriba se le coloca un transductor en el area
cardiaca y se obtienen las imagenes necesarias para la evaluaciéon
de la estructura y funcidon miocardica. Evaluaremos la FEVI, el
volumen telediastélico y telesistolico del VI, asi como los diametros
sistélicos y diastélicos del VI utilizando el método de Simpson o
biplanar; utilizando el Modo M en eje largo se medira el grosor de la

pared libre y septum del VI.
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10.7.5 Toma de muestra de sangre periférica para extraccion de acido
desoxirribonucleico (ADN).
A cada paciente se realizara una extraccion de sangre periférica de
10 ml en nifios >10 afios, 5 ml de 3-10 afios y 3 ml en <3 afios, se
almacenaran en tubos con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) a
4°C, para el aislamiento del ADN gendmico. La extraccion
sanguinea y del ADN se llevarda a cabo en el laboratorio de
investigacion en cardiopatias congénitas a partir de linfocitos
sanguineos por medio del método estandar de extraccion de ADN
gendmico con el Kit Gentra System, Puregene. El ADN liofilizado se
almacenara en ultracongelador a -80°C hasta obtener un grupo

adecuado de muestras para su analisis.

10.7.6 Identificacion genética molecular

Para el analisis del ADN se colaborara con el Dr. Héctor Manuel
Barajas Martinez, director del departamento de genética molecular
del Masonic Medical Research Laboratory (MMRL) en Utica, New
York. El MMRL es un laboratorio de nivel internacional y lider en
estudios de genética molecular y busqueda de mutaciones en genes
asociados a MSC. EI MMRL esta equipado al 100% con equipo de
NGS para identificar nuevos genes. Se obtendra la carta de
consentimiento informado de cada paciente para estudio de
especimenes humanos aprobado por los comités de investigacion,
ética y bioseguridad del HIMFG y los avalados por el instituto
Americano de salud (NIH-USA). A cada paciente se le asignara un
namero de identificacion (MMRL#ID).

10.7.7 Secuencia masiva de ultima generacion de ADN de genes
estructurales y de los canales i6nicos (total 145 genes).
La secuenciacion del ADN consiste en determinar el orden de las

bases A, C, G y T en un fragmento de ADN. La secuenciacion
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utilizada hasta la fecha de manera mas rutinaria es la secuenciacion
por el método descrito por Sanger et al en 1977, que permite obtener
la secuencia de un fragmento determinado de ADN, un gen o parte
de éste, como por ejemplo, uno o varios exones. Con esta técnica se
obtienen secuencias de hasta 500 bases aproximadamente. Sin
embargo, la alta demanda de secuenciacion ha llevado al desarrollo
de tecnologias de secuenciacion masiva basadas en realizar
multiples secuencias cortas (de alrededor de 100 pares de bases) de
un modo paralelo, produciendo millones de secuencias al mismo
tiempo y a un coste bajo. Una vez ensambladas estas secuencias a
un genoma de referencia, se puede secuenciar, en lugar de un gen,
multiples genes o incluso un genoma completo. Se permite a
conocer con exactitud la secuencia de millones de pares de bases,
esta es la llamada NGS, que establece un salto de varias érdenes de
magnitud en cuanto a la longitud de los fragmentos secuenciados y a
la rapidez en su secuenciacion. Mediante la NGS es posible la
secuenciacion del genoma humano completo de un individuo en el
mismo tiempo y coste econdémico que la secuenciacion de dos o tres
genes grandes con la técnica de Sanger.

Mediante PCR se amplificardn todos los exones e intrones de 145
genes candidatos entre los cuales se encuentran: KCNA5, KCND3,
DPP10, SCN7A, ANK2, CAV1.2, RYR2, SCN11A, CACNG7, CAV1,
CACNALC, SCN11A, SCN9A, SEMA3A, AKAP9, SCN5A, RANGRF,
TRPM4, SCN7A, SCN10A, SCN1A, TRDN, SCN8A, CACNGS8, NAS,
CACNB1, DLG1, PRKAG2, DPP6, CACNALC, SEA3A, PKP2,
SCNB8A, SNTA1, PXDNL, ABCC8, SCN2B, HCN2, CAV3, SCN1-4B,
KCNQ1, KCNH2, KCNE1-5, SUR1A, SUR2A, KCNJ8, KCNJ11,
KCNJ2, CACNA1C, CACNB2B, CACNA2D1, GPD1L, KCND3,
KCNIP2, DPP10, KCNJ3 y KCNJ5. Se utilizardn secuenciadores lon
Proton TM System for Next- Generation Sequencing y el lon PGM
TM System para la NGS, ambos de Thermo Fisher Scientific.
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10.7.8 Comprobacion de las mutaciones encontradas por
secuenciacion con el método de Sanger.
Por medio de secuenciacion directa mediante la técnica de Sanger
en ambas direcciones con el uso del secuenciador de ADN
automatico ABI PRISM 3100-Avant (Automatic DNA sequencer) se
corroboraréan las mutaciones encontradas con NGS. Para determinar
la prevalencia de las variaciones genéticas, se contrastaran con 200
sujetos de manera aleatoria de un banco de ADN existente del
proyecto 1000 genomes, la poblacion control de sujetos sera de la
misma etnia, anénimos y sin problemas cardiovasculares, se
presume que el 100% de ellos no presentaran mutaciones en los
genes seleccionados o candidatos y ningan sintoma de las
enfermedades y sindromes estudiados. Se determinara si las
variaciones genéticas (mutaciones) identificadas son causantes de la
enfermedad mediante el célculo de frecuencia alélica en la poblacion
control. También se obtendra el grado de patogenicidad funcional y
genética sobre el cambio de aminoacido mutante en base al sitio de
conservacion en diferentes especies y el grado de co-segregacion de
la mutante en la familia. Se realizara analisis de la relacion genotipo-
fenotipo en la poblacién de estudio. E| MMRL tiene una experiencia

extensa en este tipo de técnicas.

10.7.9 Estudios a familiares de primer grado del caso indice
Una vez realizada la evaluacién a los casos indices; se procedera a
estudiar a la familia directa (padres y hermanos) con una valoracién
clinica, estudios cardiologicos (ECG, ecocardiograma bidimensional
y holter de 24 horas en caso necesario) y toma de muestra
sanguinea para extracciéon y analisis de ADN, con busqueda

intencionada de las mutaciones encontradas en el caso indice.
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11. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio se disefid como estudio transversal prospectivo con riesgo
minimo. Se seguiran los principios éticos emitidos en la declaracién de Helsinki y

las pautas normadas por la Organizacion Mundial de la Salud.

Por tratarse de un estudio con riesgo minimo y de acuerdo al articulo 17 titulo
segundo de la Ley General de Salud en materia de investigacion en salud se
requiere carta de consentimiento informado por parte de los padres y/o tutores y
dado que participan nifios mayores de 7 afios carta de asentimiento informado (se

incluyen como anexos al protocolo de investigacion).

Las cartas de asentimiento y de consentimiento informado rednen todos los
requisitos condiciones impuestos por la comision de ética del HIMGF. EIl protocolo
se sometera a revision de las comisiones de investigacion, ética y bioseguridad del
Hospital Infantil de México Federico Gomez y no se iniciard hasta obtener su

aprobacion por escrito.
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12. ANALISIS ESTADISTICO

Se identificaron a los participantes del estudio desde una gran base de datos con
los pacientes de miocardiopatia dilatada en el Laboratorio de Investigacion en
Cardiopatias Congénitas y Arritmias. Se revisaron los expedientes clinicos estos
pacientes en el Hospital Infantil de México Federico Gémez, en basqueda de que

cumplieran los criterios de inclusion para el estudio.

Se realiz6 la valoracion clinica y paraclinica de los estudios de gabinete solicitados
y, mediante un andlisis bivariante, se describi6 la relacién existente entre las dos

variables del estudio.
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13.1 Variables demograficas

13.1.1

13.1.2

13.1.3

13.1.4

Edad

Definicion operacional: el tiempo transcurrido de la
fecha de nacimiento al momento de la inclusion al
estudio.

Escala de medicion: cuantitativa, continua.

Sexo
Definicion operacional: hombre o mujer.

Escala de medicion: nominal, dicotémica.

Peso

Definicion operacional: se determina mediante bascula
de pie (precision de 100gr, el paciente vestido con bata
clinica y se registrard la décima de kilogramo mas
préxima).

Escala de medicion: cuantitativa, continua.

Talla

Definicion operacional: distancia entre el vértex y el
plano de sustentacion; el paciente se coloca de pie
completamente erguido, con los talones juntos. Se
coloca la cabeza del paciente en el plano Frankfurt y se
realiza una traccion de la cabeza nivel de la apdfisis
mastoides. Se desciende lentamente la plataforma
horizontal del estadimetro hasta contactar con la
cabeza del paciente, se obtendra la talla maxima y se
ajustara al centimetro mas préximo.

Escala de medicion: cuantitativa, continua.
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13.2 Variables clinicas

13.2.1

Clase funcional (CF)

Definicion operacional: estado de gravedad de la
enfermedad manifestada en el paciente de acuerdo a
las condiciones clinicas que presenta, que va de menor
a mayor intensidad. En los nifios siguiendo las
recomendaciones de Ross, se clasifica en 4 grados que
vadelaCFlalaCFIV.

Escala de medicion: categorica (clase funcional)

Escala de medicion: cuantitativa, continua (si se analiza
de acuerdo al puntaje obtenido siguiendo clasificacion

de Ross).

13.3 Variables ecocardiogréficas

13.3.1

13.3.2

Fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo (FEVI)
Definicion operacional: el porcentaje de sangre
expulsado por el VI durante la sistole obtenido por el
método de Simpson.

Escala de medicion: cuantitativa, continua, expresada

en porcentaje.

Fraccion de acortamiento del ventriculo izquierdo (FA)
Definicion operacional: es el cambio porcentual en las
dimensiones del VI con la contraccion sistélica
comparandola con la diastdlica.

Escala de medicion: cuantitativa, continua, expresada

en porcentaje.

13.4 Variables electrocardiograficas

134.1

Frecuencia cardiaca (FC)

Definicibn operacional: el niumero de latidos en un
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13.4.3

13.4.4

13.4.5
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periodo de 1 minuto.

Escala de medicion: cuantitativa, continua.

Intervalo PR (PR)

Definicion operacional: es el periodo de tiempo
comprendido entre el inicio de P hasta el inicio de QRS,
representa el tiempo en que el estimulo tarda en
recorrer las auriculas hasta llegar al nodo AV justo
antes de la despolarizacion cardiaca, expresado en ms.

Escala de medicion: cuantitativa, continua.

Duracion del complejo QRS (QRS)

Definicion operacional: es el periodo de tiempo que
comprende desde el inicio de Q hasta el final de S,
representa la despolarizacion ventricular, expresado en
ms.

Escala de medicién: cuantitativa, continua.

Intervalo QT medido (QT)

Definicion operacional: representa la duracién de la
sistole por completo que comprende desde el inicio de
la onda Q hasta el término de la onda T, que es la
despolarizacién y repolarizacion ventricular, expresado
en ms.

Escala de medicién: cuantitativa, continua.

Intervalo QT corregido (QTc)

Definicion operacional: la medicion del intervalo QT
ajustado a la frecuencia cardiaca. Esta correccion sirve
para independizarlo de la frecuencia cardiaca de cada

individuo y transformarlo en una medida de la actividad
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eléctrica comparable entre pacientes sanos y enfermos.
Es expresado en milisegundos.

Escala de medicion: cuantitativa, continua.

Duracion Tpeak-Tend (Tp-e)

Definicion operacional: es la diferencia del tiempo en
que ocurre la repolarizacién ventricular en las paredes
del musculo cardiaco, expresado en milisegundos. Se
mide desde el pico maximo de la onda T hasta el final
de la misma en derivaciones precordiales.

Escala de medicion: cuantitativa, continua.

Intervalo Tpeak-Tend cOrregido (Tp-eC)

Definicion operacional: la medicion del intervalo Tpe
ajustado a la frecuencia cardiaca. Esta correccién sirve
para independizarlo de la frecuencia cardiaca de cada
individuo y transformarlo en una medida de la actividad
eléctrica comparable entre pacientes sanos y
enfermos. Es expresado en milisegundos. Rango
normal: 51.5-118.3ms

Escala de medicién: cuantitativa, continua.

Cociente Tp/QT

Definicion operacional: medicion del intervalo Tp-e
ajustado a la masa corporal. Muestra la relacién del
periodo final de la repolarizacion respecto a la duracion
total de la misma. Es expresado como resultado de un
cociente, sin unidades de medicibn. Rango normal:
0.1256-0.2864.

Escala de medicién: cuantitativa, continua.
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14. RESULTADOS

En el HIMFG se cuenta con pacientes pediatricos con diagnéstico de MCD, de los
cuales se incluyeron a 27 pacientes con el diagnostico confirmado por
ecocardiografia bidimensional, todos cumpliendo con el resto de los criterios de

inclusion del estudio. Ningun paciente se excluyo o se eliminé del estudio.

Nuestra poblaciéon de estudio estuvo conformada por 9 pacientes del sexo
masculino (33.3%) y 18 del sexo femenino (66.6%). En cada uno de los 27
pacientes se analizd el material genético (ADN), en donde se encontraron 54
mutaciones en 33 genes diferentes afectados. Se encontraron 2 tipos de genes

Grafico 1. Distribucion de los 33 genes afectados en pacientes con miocardiopatia dilatada
en el HIMFG de acuerdo al tipo de componente cardiaco que codifican.

ESTRUCTURALES
17
(52%)

afectados, los que codifican para un componente estructural cardiaco (proteina
como la miosina, actina, etc.) y aquellos que codifican para un componente
funcional del tejido cardiaco, por ejemplo, los canales idnicos. Los mas afectados y

su distribucion se muestran en el grafico 1.
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Grafico 2. Distribucion de las 54 mutaciones de acuerdo al tipo de componente cardiaco
que codifican encontradas en 27 nifios con miocardiopatia dilatada en el HIMFG.

Genes Funcionales,
17, (31%)

Dentro de las mutaciones encontradas en los genes mencionados, la mayoria se
presentd en los genes estructurales, con la distribucién como lo muestra el gréafico
2. La lista de los genes estructurales afectados y su frecuencia se presenta en el

grafico 3, en donde se logra identificar claramente a TTN como el gen estructural

Grafico 3. Numero de mutaciones en los 17 genes que codifican componentes
estructurales en nifos con miocardiopatia dilatada del HIMFG.
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mas frecuentemente afectado con 11 mutaciones.

En cuanto al numero de mutaciones en los genes afectados que codifican para
componentes cardiacos funcionales, fueron menos frecuentes que las de los

estructurales, y su distribucién fue muy similar entre ellos (Grafico 4).

Grafico 4. Niumero de mutaciones en los 16 genes que codifican componentes
funcionales cardiacos en nifios con miocardiopatia dilatada del HIMFG
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En cuanto a los hallazgos electrocardiograficos se encontré que el 100% de los
pacientes con diagnostico de miocardiopatia dilatada en el HIMFG presentaron
alteraciones de la repolarizacion eléctrica. En la gran parte de los pacientes, 10/27
(37.03%), so6lo estaba alterado un parametro. En 29.62% (8/27) se encontraron

dos variables alteradas. En 7 pacientes (25.92%) se hallaron 3 anormalidades de
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la repolarizacion y s6lo 3 pacientes (11.11%) presentaron 4/5 pardmetros
alterados de los buscados intencionadamente: QTc, Tp-ec, Tp-e/QT, onda T,

segmento ST. Ninguno tuvo alteracion en los 5 antes mencionados.

Tabla 2. Pardmetros electrocardiograficos analizados en pacientes pediatricos del
HIMFG con diagndéstico de miocardiopatia dilatada.

CASO PR QRS QTenDIl QTcen DIl FC Tp.V4 T,.CV4 T../QT OndaT ST
(ms*) (ms*) (ms*) (ms*) (lpm**)  (ms*) (ms*) p-e anormal anormal
1 80 120 520 542 75 40 44 0.077 1 2
2 132 100 360 519 94 80 90 0.222 2 1
3 120 80 589 500 83 160 195 0.272 1 1
4 80 160 560 603 75 40 47 0.071 1 1
5 192 80 340 512 130 40 63 0.118 2 2
6 160 78 440 480 75 120 130 0.273 1 2
7 100 90 420 571 78 80 107 0.19 1 2
8 160 80 340 490 135 80 115 0.235 2 1
9 168 80 320 471 125 40 63 0.125 2 2
10 120 60 360 499 120 80 107 0.222 1 2
11 120 60 280 359 115 40 63 0.143 1 2
12 120 120 320 460 142 100 144 0.312 2 2
13 162 82 340 480 125 40 58 0.118 2 2
14 158 80 360 499 122 40 58 0.111 2 2
15 163 83 340 421 93 40 91 0.118 1 2
16 158 67 280 422 136 40 66 0.143 1 2
17 133 120 400 464 75 120 134 0.3 2 1
18 156 83 480 500 65 100 111 0.208 2 1
19 160 84 332 400 88 80 100 0.241 1 2
20 80 80 360 390 75 80 91 0.222 1 2
21 140 80 440 450 62 140 142 0.318 1 2
22 140 80 320 435 90 120 141 0.375 1 2
23 140 60 280 412 130 40 56 0.143 1 2
24 110 90 308 465 130 80 116 0.26 1 2
25 110 90 308 465 130 40 43 0.13 1 2
26 140 80 320 415 100 100 127 0.312 1 2
27 140 60 280 442 150 80 126 0.286 2 1
Maximo 192 160 589 603 150 160 195 0.375 1=Si 1=Si
Minimo 80 60 280 359 62 40 43 0.071 2 =No 2 =No
Promedio 1349 86.2 370.3 469.1 104.4 75.6 97.3 0.2

DE 29.0 221 84.9 55.0 27.1 35.7 38.5 0.1

* ms, milisegundos. ** Ipm, latidos por minuto.
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Los parametros mas frecuentemente alterados fueron el QTc y la onda T. En el
grafico 5 se muestran los cinco parametros analizados y su frecuencia de

alteracion en los pacientes con miocardiopatia dilatada.

Grafico 5. Frecuencia de alteracion en los parametros de repolarizacion
ventricular en 27 niios con miocardiopatia dilatada en el HIMFG.
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Una vez hecha la asociacion entre los hallazgos genéticos y electrocardiograficos
se encontré que la onda T anormal se asocié con el mayor nUmero de mutaciones
con un total de 41 de las 54 mutaciones totales, de las cuales, 14 mutaciones se
encontraron en genes funcionales (14/17) y 27 mutaciones en los genes
estructurales (27/37). El QT corregido (QTc) prolongado fue el segundo parametro
con mas mutaciones relacionadas con un total de 34 de las 54 encontradas en el
estudio, 13 de ellas en genes funcionales (13/17) y 21 en los estructurales (21/37).
El valor Tpeak-Tend corregido (TpeC) mas alla de su normalidad mostro
asociacion con 18 mutaciones, 13 de ellas en los genes estructurales (13/37) y
solamente 5 en los genes funcionales (5/17). Las anormalidades del segmento ST

ya sea infra o supradesnivel de éste, se relacion6 con la presencia de 13
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mutaciones con similar proporcion entre genes estructurales (8/37) y los
funcionales (5/17). La relacion Tp.«/QT mayor de 0.2864 estuvo ligada mayormente
a mutaciones en genes estructurales en 27.02% (10/37) que a las observadas en

genes funcionales con solo 2 mutaciones (11.76%).

Grafico 6. Proporcidn de las mutaciones encontradas tanto en genes
funcionales y estructurales con respecto a los parametros electrocardiograficos
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Por otra parte, hablando ahora exclusivamente de las mutaciones en genes que
codifican para un componente cardiaco funcional, se observaron sélo en 14 de los
27 pacientes con miocardiopatia dilatada, encontrando repeticion de una sola
mutacion en el gen SCN10A (canal de sodio) en dos diferentes pacientes, y en
ambos asociandose a alteracion en la onda T, en uno de ellos con asociacion
exclusiva, es decir, no habia aunadas otras mutaciones ni otras manifestaciones
electrocardiograficas. En el otro paciente, la mutacion en SCN10A se encontraba
en conjunto con 2 mutaciones mas, en los genes estructurales EYA4 y DSG2,

quien presentaba QTc y Ty.eC prolongados ademas de la alteracion de la onda T.
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El resto de las mutaciones mencionadas en genes funcionales so6lo se observaron
de manera Unica, aunque en tres casos se encontraron 2 mutaciones diferentes en
el mismo paciente: el caso 3 con mutacion en KCND3 y RYR2, caso 5 con

SEMAS3A y AKAP9 alterados y el caso 25 con mutacion en AGTR1 y SCN3B.
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15. DISCUSION

En la actualidad no hay estudios de investigacion reportados que traten sobre la
asociacion que buscamos establecer entre nuestras variables, por lo que no es
posible hacer una comparacion con los resultados de la literatura internacional. De
tal manera que nos encontramos ante un trabajo inédito que arroja conocimiento

de novo.

Los descubrimientos realizados durante los udltimos 20 afios han revelado un
origen genético en muchos casos de miocardiopatia dilatada (MCD). Actualmente,
mas de 40 genes se han asociado con la enfermedad. Las mutaciones en los
genes que causan DCM inducen la enfermedad a través de una variedad de vias
patolégicas diferentes con mecanismos complejos y no completamente
comprendidos. Los genes que codifican para proteinas sarcoméricas, del
citoesqueleto, de membrana nuclear, complejo de glicoproteina asociada a
distrofina y proteinas desmosémicas son los principales genes implicados®. En
todos los casos, las mutaciones resultan en consecuencias estructurales y
funcionales que perjudican la generacion del impulso miocardico, la transmision

del impulso y la supervivencia celular®.

La MCD es la causa mas comun de insuficiencia cardiaca en nifios con corazones
estructuralmente normales. Los eventos de arritmia potencialmente mortales
ocurren en hasta el 5% de los niflos con MCD. Algunos hallazgos
electrocardiograficos, especificamente el intervalo JTc prolongado, intervalo QTc
prolongado, onda T anormalmente invertida, y depresion del segmento ST se
asociaron con un mayor riesgo de eventos potencialmente mortales en nifios con
MCD®,

En nuestra Institucion, el HIMFG, tratamos y manejamos a pacientes con
diagnoéstico de miocardiopatia dilatada y durante el seguimiento de la evolucion de
la enfermedad hemos identificado que estos pacientes presentan arritmias
malignas condicionado eventos de muerte subita, por lo que al hacer un analisis

minucioso del electrocardiograma se han encontrado alteraciones especificas que
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recuerdan los sindromes genéticos causantes de arritmias ventriculares como el
sindrome de QT largo, sindrome de Brugada, sindrome de QT corto, entre otros,
cuya fisiopatologia se encuentra bien estudiada en la literatura y se encuentra bien
establecida la etiologia, que son las mutaciones en los distintos genes que

codifican los canales i6nicos de sodio, potasio y calcio.

Ante esta situacion, nos dimos a la tarea de investigar las mutaciones ya
documentadas en la literatura para MCD, sobre todo las de tipo funcional, asi
como rastrear nuevas mutaciones causantes no reportadas, y su asociacion a la
presencia de anormalidades en la repolarizacién ventricular que condicionen el
desarrollo de arritmias ventriculares malignas y por tanto, muerte subita. Esto con
el fin de definir un prondstico y meditar sobre nuevas alternativas terapéuticas

para estos pacientes a parte del trasplante cardiaco.

Por tanto se buscaron de manera intencionada los hallazgos electrocardiograficos
relacionados con desarrollo de arritmias o eventos potencialmente mortales en 27
pacientes pediatricos con miocardiopatia dilatada encontrando que el 100% de los
pacientes muestran al menos un parametro alterado y que casi dos terceras partes
(62.9%) presenta al menos 2 variables anormales. La alteraciones mas frecuentes
fueron la onda T anormal y el intervalo QT corregido prolongado (2450 - 460ms),
que de hecho son unas de las anormalidades reportadas como de mayor

asociacion a esta patologia.

A estos pacientes se les analizé el material genético encontrando 54 mutaciones
en 33 genes afectados, los cuales los clasificamos en funcionales o estructurales
dependiente del tipo de componente cardiaco para el cual codifican. Los genes
estructurales mutados fueron los mas prevalentes, tal como esta establecido en la
literatura internacional, especificamente TTN, que codifica a una proteina llama
titina, que forma parte de la sarcOmera cardiaca, y cuya frecuencia de aparicion
fue mayor que cualquier otro gen, 20.3% del total de mutaciones. La menor
proporcion de mutaciones fue en los genes funcionales con 39% del total. De
estos so6lo hubo un gen, SCN10A, con 2 mutaciones, el resto sélo present6 una

mutacion por gen afectado.
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De acuerdo a la alteracion electrocardiografica encontrada se relacionaron las
mutaciones reportadas, encontramos que en los pacientes con miocardiopatia
dilatada la alteracion de la onda T, ya sea invertida o bifasica, se asoci6 a 41
mutaciones, 27 de ellas en genes estructurales y 14 en los funcionales, sin
embargo aunque aparentemente es mas frecuente este hallazgo en el sub grupo
de los genes estructurales, en proporcion a las mutaciones totales de cada
subgrupo, estd mas afectado el apartado de los genes funcionales con porcentaje
de 82.35% (14/17), vs en el subgrupo de los genes estructurales con 72.97%
(27/37). En cuanto al QTc se encontrd prolongado en 33 mutaciones, de las cuales
21 fueron en los genes estructurales y las 13 restantes en los funcionales. De igual
manera, la proporcion de porcentajes mostr6 mas afectacion de QTc en las
mutaciones de los genes funcionales con 76.47%(13/17) que en los estructurales
con 56.75% (21/37).

Otro de las variables electrocardiogréficas reportadas como anormales en los
pacientes con MCD vy cuya alteracibn aumenta el riesgo de eventos
potencialmente mortales en los pacientes, es el segmento ST. Que fue otro
pardmetro que se evidencié anormal mas frecuentemente con las mutaciones en
genes funcionales (29.41%) que con las mutaciones en los genes estructurales
(21.62%).

En el resto de los parametros electrocardiograficos que se estudiaron los
porcentajes de alteracion se invirtieron, dando lugar a las mutaciones en los genes
estructurales como la causa mas importante de estos hallazgos anémalos, como
el TpeC y el Tpe/QT (grafico 6), de los cuales hay menor informacion hasta el
momento y se continlia estudiando su rol en el desarrollo de arritmias ventriculares
malignas en pacientes con miocardiopatia dilatada al aumentar la dispersion

transmural de la repolarizacion.
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16. CONCLUSION

La miocardiopatia dilatada es una patologia que condiciona un pronéstico sombrio
para la funcién y la vida. Los pacientes cursan con cuadros de falla cardiaca y de
arritmias malignas en los primeros afios después del diagnéstico, lo que aunado a
la falta de cultura de donacién de 6rganos en México, sobrellevan a términos

fatales antes de la obtencion de un trasplante cardiaco.

Todos los pacientes con miocardiopatia dilatada muestran alteraciones en la
repolarizacion ventricular en el trazo del ECG, siendo los hallazgos mas
consistentes por orden de frecuencia: la onda T invertida o bifasica, la
prolongacion del intervalo QT corregido, TpeC prolongado, el infradesnivel o

supradesnivel del segmento ST y la relacion T,./QT mayor al valor normal.

Las mutaciones mas frecuentemente encontradas en los pacientes con MCD son
las que afectan a genes que codifican componentes estructurales cardiacos,
siendo el gen mas afectado, TTN. Las mutaciones en los genes de los canales
ibnicos o funcionales son menos frecuentes y estdn mas relacionados, como
subgrupo, con algunas alteraciones en la repolarizacion ventricular, como la onda
T invertida o bifasica, el intervalo QT corregido prolongado y el infra o

supradesnivel del segmento ST.

En este estudio no se encontré una mutacion especifica, tanto estructural como
funcional, que se relacione de manera causal con una alteracion
electrocardiografica determinada. Sin embargo se requieren de estudios
posteriores con mayor numero de pacientes para definir si existe 0 no esta

relacion causal.

Se encontraron ademas mutaciones similares en los familiares de primer grado de
los pacientes con miocardiopatia dilatada, no todos expresando el fenotipo

patoldgico, lo que nos habla de una penetrancia variable.

Ante esta situacion podemos concluir que este trabajo sentara las bases para

continuar lineas similares de investigacion con el objetivo de emitir consejo
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genético a las familias cuyos integrantes presenten este diagndstico, asi como el
desarrollo de nuevas las técnicas enfocadas a la manipulacion genética como

futuras alternativas terapéuticas al trasplante cardiaco.
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17. LIMITACION DEL ESTUDIO

Una de las limitaciones mas importantes de este estudio es la relativa poca
muestra de pacientes para el analisis, ademéas de la medicion de los parametros
electrocardiograficos en un solo momento, pudiendo presentarse cambios en

éstos de forma posterior a la evaluacion del paciente.
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18. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Jun Sep Oct Nov Dic 16 - May
ACTIVIDAD 2016 2016 2016 2016 Abr 17 2017
Revisic')n_ Ide exped!entes y X X X X
seleccion de pacientes
Evaluacion clinica,
elec_trocgr_dlograflca, 3 X X X X
ecocardiogréfica y obtencién
de muestra sanguinea
Extraccion de ADN X X X
Analisis de ADN con NGS X

Validacion de resultados con
método Sanger

Analisis de resultados,
elaboracion de manuscrito y X
envio a publicacién
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20. ANEXOS
20.1. CONSENTIMIENTO INFORMADO
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Informed Consent Forms
Aftached are two Informed Consent Forms

The first form title “Informed Consent Genetic Test for Inhented Cardiac Arrhythmias™ 15
the consent to perform genetic screemung under our CLIA protocols.

The second form titled “Consent Form for Human Subject Research™ is the consent to
perform genetic screeming under our research protocols.

All blood samples will be imitially screened under CLIA-approved protocols that are
performed on genes that have been previously identified for the disease. The patent’s
signature on the first form utled “Informed Consent Genetic Test for Inhented Cardiac
Arthythmias™ will permit us to conduct this climcal test

If a mutation 15 not detected in previously identified genes or the results are not consistent
with the disease, we will need a separate consent from the panent to proceed with the
genetic screemung of addinonal candidate genes under our research protocols. The
patient’s signature on the second form titled “Consent Form for Human Subject
Research” will permit us to conduct thus research protocol

The patient's signature on both forms at this time will avesd any delays. Any
results obtained from the screening of a candidate gene will not be available until
approval from the NY State Department of Health 1s obtained for that gene.

Should you have questions regarding these forms, please contact us at
; or by phone at 315-735.2217 ext 119
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Informed Consent
Generic Test for Inherited Cardiac Arrhvthmias

Backzround

Some disesses are inherited or psssed from paremt to child The penetic metens] that is
mransmured Som parents o children 15 m e form of DNA. The DNA contams some sepmenn,
called genes, which when damaged can comse disease T is mow podsible to idenrify mene
mumriens and evaluaw them for sboormsl fenrnos  Jdennfirsnos of these alwred penes can
belp us wndersmnd the basis of the disease smd bhow o design new tescnean and cures. In some
cases, idensification of 3 foeulty pens requres smdy of mulople members of 3 Gimily affected
with the diseass

1. The purpose of this mar i3 the idesnficanon of pese mummsnon sssocisted with Srmlial
inherited cardisc disessey ke Brupsds yymdroms Loap OT syndrome. Shon QT
syndrome. amial Sbrillanes or idicpathec venmcular fibnllanon. The resnln of the tes
maY assly your phyuciss with diagsous of e disesse, in madics] manapement and
idennficancn of affecred family memben

1 By ugning this coosant you sathonze your doctor’s office to draow and foreard
your your child's blood, DMA or sime wampls, slecoocardiopam and related climical
informanion o the Masomic Madicsl Fasessch Laborastory. A blood waamples of 3 mubes
(approximately | maspoon sack) would be reqrared for aduln and & mooceres of 1-2 mabes (1-2
measpocn o) will be requed for childnm under 14 Climical mformanos may be pecswary
for vest immrprention asd 14 ofwea belpfal = pmdiag the warch for the penenc defect.
The clinical information and resaln of thiy tewt will be teated m the standard medically
confidental manner, and will be mleased only 1o the phyucian(s) ordenng the test or
other persons aumthorized by vou. @ wntsg ualess othenwive mequired by federal and
state laws. Io rare cases in whick we expenence &ifficulry in analvzing vour sample, &
second sample may be requestsd.

3. The oaly physical risk pressat in &is test iovolves doawing blood from a vein. usaally
from the arm. Rarely bleeding (usually a very small amownr) or infection, just lke any
other small scratch may occur. If amy other procedure that requires drawing blood &
already bemg performed no added risk will ocowr due o this smdy. There it & potential
risk in gemetic testing for mncovering and comveving unwanied information regarding
parsntage of specific rsk for diseass

4. Yourfyour child's biood or tissne sample and sny DNA will be destroved no more than
6} days sfier your results are fmalized wmless fammly member testing 15 requesied: m
which case 3]l semples wnll be desioyed Do more then 60 days effer lest Smly member
testing is complets No tests othe then those smthonred shall be performed on the
sample. H you choose not to procesd with the test sffer Masomic Medical Ressgrch
Laborstory receives vour sample 1t will be destoved oncs we have witen confirmstion
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of your wishes. I Masomic Medirs] Resesrch [ aborstory is unshle o confirm thet you
wizh to procesd with testing, vour ssmple will be destroved no less then 60 days after
Masomic Bfedical Besesrch [ shorstory's 1ast contscr with yon

5. The mst will imrohe direct seqmencing of DNA © detect the presence of 3 penstic
vanaton that msy be responable for the disesze The resnlrts of this test sre pot intended
m be nsed ps the sole means for dissnecis or panent mansrement decisiomy The
performance charscrerisnes of tus test were vabdated by Masomic Medical Resesrch
Labomtery snd it is specific only for vaniants m penes thaf are associated with cardiac ion
channe] muntions. The US. Food and Dz Admimsstration (FDIA) has pot spproved this
fest; however, FDA approval B not corrently requived for chnical wee of s test. This
test was complesd in 3 CLIACL FP spproved Isborsiory,

& By sigming this consent, you rive Massonic Medscal Research Laborstory permission to
remin youryour child's peosne miormanon pensrmed by this e and w contet you if
MAssonic Medical Resesrch Laboratory lesrma new tnformation about the penstic variann
detecead by thas oesr thar saffecn your curren! e resuln

7. In the interest of science, yummary revnin Srom tais et may be presented, for exampie at
mestngy, o publicancny, or o the Intermet; bowever, oo informanon it can ideanfy
you will ever be disclosed, mnlesy sothorized = wrinng by vou or mequred by law

I bave read thiz form completely and underitand it contenty | have had the opportunity (o
ssk questions abaut this form and have bad asy question: saswered. | will receive a copy of

this comsent form.

NAME OF FHY SICIAN:

Signsture of Patient or Legal Geardian: Sigmature of Witnesn
Date (DDADMYYYY) Date: (DDABIYYYY)
Frint Name Priat Nams

If this comsent is signed by a Legal Guardian, state the relationship to the Patient:

NOTE: Genetic testmmyg on children less than 1§ vears of 3pe requures that the ordermg physician
obtam an informed consent Tom 3 parent or lezs] mendien
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Conset Fopm foe Hiwess Subject Resesmh
Condurred & the hssome Meders] Becesrh T shorsinry
Molamnisr Genencs [ shormsary
AMolemmier Genens Bass for Inheaned Cadbac Amdryriomess

IRB Re-approval 117132014
Amergfrent ]

Baclksyound

Some dvesses xre inhered, or passed Som perent 1o child i scene feslies. The matenial thar §s
ramsmsried fom perents to Chuldren i called DA The DA conms some sezmenry, called
penes, whirk when deramed con come dsease o the panenr It iz now possible m locame these
E-smhm-dmtmhmmwdm:hﬂpﬁm

individhests con balp welersand bow the shaormsl rene conses the dsewe [dennficanon of
thase pemes requines the sody of exiopls medidenls o Bembes affeced with the disesse Sem
cells created Som docssed cymes mey b wsed o oo cellular models of dhe dusexse, whach com
be vsed 1o develop new therpies for the Ssesse. Vanows aspecn of ts research smdy
sppored by the Amencan Hean Assocanon mnd Nasonal Insonnes of Health

Purposs

The przpows of s wody s the idennficanos of shoorrn! peoes respomcbhile for furslial inberied
cardeac dissases like Brupads ryndrome. Loog QT svadrome, amal Shallnos o Sumilial aedle
beanch block. The oformancn obtined will bely sdvancs the undanondiny of the deease being
ke, Tha seucky will be recrzisag sdivadas] for te sext 10 veaey and esoll sbous 500 patent
aach year

Prod eduires

Yoo will be coe of spproxinatdy 300 pacenn sach yexr for S ot 10 yvean o be asked 1o

m s il Adudr ednoadmls wall be sked o doooe blood (1-3 maspoom). Childnen
e 14 wall be regared © donsse 5 s of | maspoos (5 ml) DA obtmmed will b used
o deterioe whether the macken Sollow ke dusans witsn ther Samily. Wiils
the indiviciml will how consplesed hun or ber tobe i Sas protect after Eviap blood. the Imkape [or
mappiag) stades oy go on for vean befiore sqpSoant revalh s cbiiaed. Oo occasion. 1f
DA fs used wp, that person ooy be siked 1o dooate 3 unall sample of blood coce agen. In some
cases you will be asked 1o donate 5 wmll wemple of Giros from sy pat of the body. This may
be i the fiorm 4 skin beopsy. o this case & beopey medien o the remorval of 2 very anall samgpls of
tissue from a ving penon for laborsory sumsnation.  This tise may be comverted 5o stem
calls o order to crente models of the divesse i winch o scamne oew hetapes fif yvour dsense

The samples will be stored m the frm of DRNA or cell boes @ e Molecular Genetics labomiory
at the Masomic Medical Pessncrh Laboratory. As past of the peetc snalvos differsnt canchidate
penes will be mmalvaed over tme The DRIA will caly be used to idesify penetic risk Scsons for
cardinc arrhrytheniss. 1 the patient decides o withdorwr from the stady, or if the smdy is

the DRNA wall be dscanded per patien micstion. The DA or cells will not be soldl
o ransfered for commercial papeses. They may be shared with other lsborstonies for the
parpese of research collabomton. Bacass thee v wxldwide mowiment. my pransry piysician
will explein the consent and the procedrs snd snewer soy gueshons thet T mesy have
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T undermnd thar mey pirvecsen will be aked o send copes of protected heslth mformanon
relsted only 1o thes resesrch soady to the hssonsr Misdirs] Fecearch T shorstory fior proper senetic
desuficsnon  This heslth mifrmsnon will be secowred in commplisnee 1o 51l HTPA A resulsnon
the Masomic Medrs] Research Leborstory to obtsm wnd prosected health minrmston. from my
pinvsicion snd sy medicsl Sailiry providime care relased w0 oy cardiss condmom. [ understend
thas Therve the rigis o revole tes sothoriration af sy tme. T omdersiand thar shoald 1 revoke
thes suchanranon T et do w0 mownnme to the Mssonse Medicsl Besearch T aborsiory or i my
plryician i cherse of dis collshoranon
Daoe to the research aspect of this stady, | understand thar T willl not be sbie o receive the results
of the zenenc soreennz mal the saah i ogpproted by the 1OV Deparren of Heanh for comes]
1 endarvrand rhar ehe resnin of e penenr cocdy wnll then only be relesced w the
phvsician of record. Icam recquest tnwritine that the resulns be sent 1o additional pln-ucians for
the purpose of conameety of cane of the plyucan oo record cam be changed.  Pesulss obtened
will mor be mven b the paners drecdy

Potennial ik and Discomdort

The only phvical ik pressns i tes indy ovolves doowing bicod Som 3 ven, woally Som de
arm Rarddy bleeding (wsually o very seadl smousr’) or mdiection, ot Mo amry other wmall scraich
ey oo, 1o the cose of doim bhopties, e nak §s il local pasn, shiphe bleeding. the chance of s
umall scar, snd shghe chancs of mfernon If sy o procedos e reguene drvwing blood 1
alruady bamng parformsd, 5o sdded ruk wall ocour dow o ths smdy.

Thers 14 & potennial nik o pesetic ssnng for covenng aad copviag wvanied informanon
mirchny parentage of ipeciic ik for dissiae. Thos Mk meloder. [nformanon thar my

compromu your muarabibiny and you moy kearn méonmanon sbow voursel! o vour family tt
you did ot really want to know, of sy be mnconsiccable knowiag (mch as that you not

tnologcally related)
Potennal Bensfir

You bave been told that e benefn of panopstny @ tos stady mry be that the information

cbtaoed dunng tey smady gl resaln @ ooproved Sagoouds and teatmen: of the doeane
However, you oy recelie oo beoefit fom parncpstay ot soudy

Altermatre
The only alterpatvs o tis sady s S00-perGopstion.

Subject Costs and Pavmnents

There 5 6o Costs 10 Vou subect o vour participston m this research study. The ooby costs that
you may encomer mre the cost assocate with obimns and sending the sample fows . Addnonal
teatment of genetc coumseling ooy be warrsnted 25 determuned by the cowse of Testment

agreed upon by you and your physican.

Subject’s Righiz

Thess may be mkneran nsks dscomfors mwveived Yoo will recene oy new mformston
discovered donms the cowrse of thas smdy. concemEns sewificen resmment fndines e mey
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aiffect your willinesec: o Conome pETCInETes W s esesrrh sody

Every efion will be made o memrsm the confidennshiny of vour smdy reconds. The ders from the
dats wall be mamdsimed wrthen sl rer [ the event of mpory Eoplome from s esearch
Maosopsc Medics] Peseanch Lsberstony is ot sble to offer financyl compensanoa nor w sbsorb
the coans of medicsl esrmeny Hewever pevessary Goiimes Smerpensy TESTTen mnd
professonal senaices will be srsiishis o vou ur 55 they sre o the pemenl commme Ty Your
signanre below acimowiadess your volmory perorpanon | thes resesrch progect. Soch
parnciparion does ner relesse the Irvesnesson(s), menmnon(s) Sponsors) of srannne sEEncy(ies)
from their professiona] snd ethicsl responsibilry 1o you

You may refisss 10 parooipase of may S o vour AT ANY TIME, withow
penalry, loss of benefies, or change i presens or e core. The Svecriswiey has the righ w
witheirao you from the smdy ot 2oy ome. Voo withdrows] from e sudy may be for ressony
relamd wilely o you (e g not followne sody-reissed drecnony finen the Imvesngensor, & senpu
advers svenr rescnon) or becanse the ennre saady 1 nervmnaned. The Sposcer hes the neb 1o
e the stody or the Brvesnemeon parmonance m the srady o any tme

The co-mmwtigors, HECTOR BARAJAS-MARTINEZ, PHD, AND DAN BU, MD, PHD
o by derigoes boree armemmpoed. o ez all of your goeoom. I you borce fierdee quesoons
oF cobcErns, plere addrens themn with the iy PeTEREDOTIR DOV, For quenons sbout Yo
rights as & pesearch participan:, you may commct e Fomoo-5t Loke's Healthcars Insosutional
Brvvrw Board (8 proap of peopls who meview the mewesrch t0 prosect vour riphn ) epreiessanve
Karen Chrismmuen ot (315) 732-8053 I quasnons conowrss anise daring the coune of the ymdy,
you may speak nth the princpal nwwogason, DE. HECTOR. BAFAJAS-MARTINEL, AND
DE. DAN HLU, a2 (315) T35-2217 or by e-ooail ot pepsscyiingas sy

Stpning this coment form mdicates tar yvou brve s tuis copes forms (of beve bad it read
you), that vour questons kave been aoraered to vour wncfacnon. and St vou volumearily agres
o pasncipabe i this resensch sfudy

Subject D

Legl Papresansatrie or tiext of Fuz Date Falatomug o Submect
Invesagmor o7 Desizes Dhiazas Conwes Dam

Witmess (if appbicable) Dme

CHILDREN CONSENT

Your cirnsiure oo this consent form et o the Gt the yowr child
sinte. Fiven s her sssent (aifrmednre aeveemen) i pEGOpse s eseach prge.
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20.2 FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS

I.F'ﬂ: “'H'%
_; - 21%) Blesckar Streat » iaca, Y 13501-1387 = Vooce 315. 735 2217 » Fax 3157355843
P el
1'-" i p_'l':’ .
CLINICAL INFORAATION FOREM
Patient's nama:
Gender: Ohdale 2 Female Drate of Birth: Dhiagnaosis:
Az at Diagnpes: Ethnic Backeroumd
Face: O CaucasiznWhite O Black or Afican Amencan = Amenican Indian’ Alssks Matve
O Azian O hfora than one race O Crier

Diate of dizgnosis (date of the first soonmal ECG recorded, in prasence or ghsence of svmptoms):

Family history:

Medical History
Syvmptoms 5t diagnosis (lec Sudden or sbaried suddan death, syoncope of imimonn onign, vasovazz]l sinoops,
atrizl fhrillation, atc.)

Infections Diseaze O'Yes ONe O Unlmown IfYes OHIV C"Hepitasis © = Fumzal Disagse

EFS Basal EPS Drug Challenge

Mot inducibla

WEstras(1,23)
H Tuterval (msec)

*  Other cardiac tests
# Treatment after diagmosis: = ICD = Beta Blockers O Amisdarons = Cuimidine
S Mo treatmen: O Cther

Daath: SYes SNo  Date of daath: Cause of death:

Plaase include include copies of ECGs performed and all other relevant information and test resalts that vou fes]
are important.
Thank vou very much for vou cooparation.
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]
b LA
LN o e A R e e P e S i i s s authorize the hizsonic hiedical Fassarch Tahoratory

to use the data concerming nry patient (=) and to hstm}m and mstitation in the appendiz of cooperative
cemters. Patient’s name will remain conSdeantial.

‘Bignahure Insitution Diate
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