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MARCO TEORICO

1.0 EL CORAZON
1.1 GENERALIDADES

El corazdn es el drgano principal del sistema circulatorio. Su funcién es recibir sangre baja en oxigeno
(por medio de la circulacidon pulmonar) para posteriormente bombearla hacia los pulmones donde
se oxigena y es distribuida hacia todo el cuerpo. Se localiza en el lado izquierdo del tdrax, entre los
pulmones y el esternén (Katz, 2011). Tiene una forma cénica y mide 12 cm de largo, 9 de anchoy 6
de espesor. En adultos, presenta un peso de 280-340 gramos en hombres y 230-280 gramos en
mujeres adultas (Lewis, 2016).

1.2 CAMARAS CARDIACAS

En su interior, el corazén se compone de 4 camaras: dos superiores llamadas auriculas derecha e
izquierda y dos inferiores denominadas ventriculos derecho e izquierdo (Figura 1). La auricula
derecha se separa de la izquierda por un tabique denominado septum o tabique interauricular
(Opie, 2004). El ventriculo derecho e izquierdo son también separados por un septum llamado
tabique interventricular que presenta un grosor de 12 mm (Arrese, 2001). Entre la auricula y
ventriculo derecho, existe una valvula llamada tricispide que controla el flujo de sangre entre
ambas cdmarasy del lado izquierdo del corazdn, entre la auricula y ventriculo izquierdo se encuentra
la valvula mitral (Opie, 2004).

Figura 1. Imagen representativa de las camaras del corazén, asi como las venas principales de
transporte de sangre (Zieve, 2018).



El flujo de sangre inicia su recorrido en la desembocadura de las venas cavas (superior e inferior)
gue transportan sangre carboxilada hacia la auricula derecha, pasa al ventriculo derecho por medio
de la valvula tricuspide y el flujo continua, a través de la valvula pulmonar, hacia el pulmdn por las
arterias pulmonares para oxigenarse; regresa al corazén a la auricula izquierda y mediante la valvula
mitral pasa al ventriculo izquierdo y finalmente, atraviesa la valvula adrtica hacia la aorta, quien la
distribuye hacia todo el cuerpo (Opie, 2004).

1.3 CAPAS DEL CORAZON

El corazdn se encuentra formado por tres capas: pericardio, endocardio y miocardio (Figura 2). El
pericardio es una capa de doble pared que cubre al corazén por toda su superficie externa. La pared
exterior del pericardio se denomina pericardio fibroso y tiene la funcién de mantener al corazén
entre el diafragma y el esterndn. La capa interna se denomina pericardio seroso el cual se subdivide
en una capa parietal, que rodea el pericardio fibroso; y una capa visceral o epicardio que produce
un liquido lubricante para evitar fricciones en cada bombeo del corazén. El endocardio es una capa
de endotelio que rodea las cdmaras cardiacas, es la continuacién de los revestimientos de los vasos
sanguineos que salen y entran del corazén (Marieb, 2008). El miocardio es el musculo encargado de
la parte contractil del corazén (Ganong, 2013). El grosor del miocardio es mas grueso en los
ventriculos, principalmente en el ventriculo izquierdo debido a que bombea la sangre a todo el
organismo (Marieb, 2008).

Figura 2. Esquema que muestra las capas que componen al corazén (Ganong, 2013)

1.4 CARDIOMIOCITOS

El miocardio estd conformado por células especializadas llamadas cardiomiocitos. Son células
cilindricas y multinucleadas que miden entre 15-100 um de largo. Poseén cardacter estriado y se
disponen en forma de “pantalén”, es decir, se dividen y se vuelven a unir varias veces (Figura 3A).
Al conjuntarse unas con otras forman uniones permeables y comunicantes conocidas como uniones
estrechas que permiten una difusidn libre de los iones permitiendo que los potenciales de accidon
viajen de una célula miocardica a la siguiente a través de los discos intercalares. Por lo anterior, se
forma un sincitio celular en donde las células estdn interconectadas de tal forma que cuando se



excita una de estas células el potencial de accidn se extiende a todas ellas saltando de una célula a
otra a través de las interconexiones celulares (Ramirez, 2009).

Los cardiomiocitos se encuentran delimitadas por una membrana plasmatica llamada sarcolema; el
citoplasma recibe el nombre de sarcoplasma; contiene un reticulo sarcoplasmico (reticulo
endoplasmico) y junto con invaginaciones provenientes del sarcolema, llamadas tubulos T, regulan
la entrada del Ca*? durante el proceso de relajacién y contraccién muscular. En su interior, el
cardiomiocito se encuentra organizado en miofilamentos, una estructura con forma tubular de 1-2
um de didametro y dentro de él se encuentran las miofibrillas, lugar de la unidad fundamental de la
contraccién muscular: el sarcdmero (Figura 3B).

Figura 3. Organizacion del cardiomiocito. En la figura A se muestra la organizacién en pantalén de
los cardiomiocitos. En la figura B se muestra un acercamiento de miofibrillas en contraccion
(Ramirez, 2009).

1.5 SARCOMERO

El sarcémero tiene una longitud de 2.2 um el cual estd delimitado por una zona llamada linea o
discos Z y en el centro se encuentra la banda M. Los filamentos que conforman el sarcémero se
organizan en filamentos gruesos (banda A) y en filamentos delgados (banda I). Los discos Z estan
compuestos por proteinas llamadas: actinina, proteina C de unién a miosina, teletonina, proteina
LIM, tropomodulina, CAPZ, miopaladin, miozenin-2, nebulina y cofilina; La banda M se encuentra
conformada por la proteina titina; la banda A esta compuesta por filamentos de B-miosinay la banda
| se compone por filamentos de a-actina, tropomiosina y un complejo de troponina conformado por
tres proteinas: T, |, C (Figura 4) (Alberts, 2015).

Las proteinas del disco Z hacen funcion de andamiaje organizando del sarcémero horizontalmente.
Tropomodulina y CAPZ, codificadas por los genes TMOD1 y CAPZ respectivamente, unen cada
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extremo del filamento de actina al disco Z y evitan su despolarizacion; la proteina C de unién a
miosina, codificada por el gen MYBP(C3, se encarga de regular la posicidn de la interaccidon de la
actina-miosina uniéndolas en sentido transversal, sin ella hay una pérdida del alineamiento con el
disco Z (Lopez, 2004); teletonina, codificada por el gen TCAP, funciona como proteina de anclaje
para la proteina titina (Morten, 2009); la proteina LIM, codificada por el gen MLP o CSRP3, realiza
interacciones proteina-proteina y puede formar dimeros, trimeros o tetrameros con mas proteinas
como con teletonina, actina, cofilina y calcineurina; miozenina-2 (codificada por el gen MY0Z2) es
una fosfatasa involucrada en la modulacién del Ca*? y junto con obscurina, codificada por el gen
OBSCN, controlan interacciones con el reticulo sarcoplasmico; miopaladin, codificada por el gen
MYPN, hace comunicacion entre el sarcdmero y el nicleo, por lo tanto, se dice que esta involucrada
en el control de la expresidn de génica. En la banda M, la titina, codificada por el gen TTN, es una
proteina enorme con un peso de 3000 kDa, cubre la mitad del sarcdmero extiéndase desde la linea
M hasta el disco Z. Su funcién es mantener los filamentos de 3-miosina centrados en el sarcémero
(Morten, 2009).

Figura 4. Imagen ilustrativa de las proteinas del sarcémero y su localizacién (Frey, 2012).

1.5 PROTEINAS INVOLUCRADAS EN LA CONTRACCION

1.5.1 a-ACTINA, COMPLEJO DE TROPONINA Y TROPOMIOSIONA EN LA CONTRACCION

En el sarcémero, la a-actina, codificada por el gen ACTC1, se encuentra asociada con la proteina
tropomiosina (codificada por el gen TPM1)y un complejo de proteinas de troponina compuesto por
tres polipéptidos: troponina T, | y C (codificados por los genes TNNT2, TNNI3 y TNNC1
respectivamente), las cuales son llamados de acuerdo a su funcidn: la troponina T, corresponde al



polipéptido con el sitio de unidn a tropomiosina; la troponina | tiene actividad inhibitoria y troponina
C tiene sitios de unién al Ca*? (Figura 5A).

La tropomiosina se encuentra alrededor de todo el filamento de actina en forma de hélice. Al
encontrarse enrollada sobre la actina bloquea el sitio de unién de la miosina, por lo tanto, en
ausencia de Ca* no se puede realizar la contraccion muscular. Cuando existe una sefial nerviosa se
inicia un potencial de accién que activa los canales de Ca*? presentes en los tibulos T, permitiendo
su entrada hacia el sarcoplasma y da inicio a la contraccidon muscular. El Ca*? se une a su sitio de
unién en la troponina C, lo cual induce a un cambio de conformacién en la tropomiosina (Figura 5B),
dejando libre el sitio de unién de la actina con la miosina.

Figura 5. Actina, complejo de troponina y tropomiosina. En la figura A se muestra la ubicacién de las
proteinas asociadas al filamento de actina. En la figura B se representa el cambio de posicidon de la
tropomiosina antes (-Ca%*) y después (+Ca?*) de la unién con el Ca*? (Alberts, 2015).

1.5.2 B-MIOSINA

La proteina 3-miosina, es una proteina hexamérica compuesta por dos cadenas ligeras esenciales,
codificadas por el gen MYL2, dos cadenas ligeras regulatorias, codificadas por el gen MYL3, y dos
cadenas pesadas codificada por el gen MYH7 (Figura 6A). MYH7 se localiza 14q11.2, tiene 40 exones
y codifica una proteina de 1935 aminoacidos con un peso de 220 kDa (Ramirez, 2004)

Las cadenas de miosina tienen una perfecta organizacién dentro del sarcémero encontrando nueve
cabezas de miosina cada 42.9 nm, en total, en cada sarcomero se han podido identificar 296
hexdameros de miosina. La cadena pesada de la miosina estda compuesta por un extremo amino
donde se localiza el dominio motor, el cual genera una cabeza con forma globular y se identifican
dos dominios importantes en ella: el sitio de unién a ATP/ADP, también llamado sitio activo, y el
dominio de interaccién con la actina (Figura 6B). La localizacién de los residuos que conforman el
sitio de unién a ATP/ADP difiere entre autores, sin embargo, la mayoria concuerda en una secuencia
corta que va del residuo 178 al 185 conformada por GLY-GLU-SER-GLY-ALA-GLY-LYS (Blankenfeldt,
2006; Colegrave, 2014; NCBI Conserved domains, 2018; UniprotKb, 2018). Los residuos de la
secuencia de miosina que tienen interaccidn con actina también difieren entre autores y son
secuencias cortas localizadas en diferentes posiciones de la secuencia primaria, los residuos son del
400-418, 567-578 y 623-646 (Colegrave, 2014; Lorenz, 2010; Thomas, 2002).

Después de la cabeza, de los residuos 707-774, se localiza el “cuello”, el cual, tiene una estructura
de a hélice en donde se encuentra el sitio de interaccion con las cadenas ligeras (Figura 6B). Dentro

10



del cuello también se encuentra un domino denominado “palanca” que tiene la funcién de
intensificar los pequefios movimientos que se generan a través del domino motor. Los residuos que
conforman la palanca son del 781 al 835 (Colegrave, 2014).

La cadena pesada de miosina termina con “la cola”, a partir del residuo numero 835 al 1935. Esta
compuesta por a-hélices stiper enrolladas que dimerizan con otras colas de miosina para su correcto
ensamblaje en el sarcomero y dar estabilidad al hexdmero de miosina (Figura 6C). Para que se lleve
a cabo la organizacidn de a-hélice super enrollada en la cola, se han descrito regiones denominadas
dominios “heptad”. Estos dominios consisten en una repeticion de aminodcidos nombrados como
“abcdefg” (Figura 7A), en donde los residuos localizados en las posiciones a y d son hidrofdbicos y
estabilizan interacciones entre la formacion de la doble hélice super enrollada de las colas debido a
que forman un “ndcleo” apolar cuando las dos colas interaccionan y los residuos en las posiciones e
y g forman interacciones electrostaticas rodeando el nucleo hidrofébico (Figura 7B) (Moore, 2011;
Colegrave, 2014).

En la cola, se han identificado residuos de interaccidon con otras proteinas del sarcodmero, como el
caso de la proteina MYPC3 que interactla en los residuos 1153 al 1581 y la proteina titina que
interactua en los ultimos 113 residuos del extremo carboxilo (Colegrave, 2014).

Figura 6. Hexamero de la miosina cardiaca. A) muestra el hexdmero de miosina (Hall, 2013). B)
muestra la estructura terciaria de la cadena pesada de la miosina y se puede identificar el sitio activo
y los sitios de unién a las cadenas ligeras (Frey, 2012). C) B-miosina formando el filamento grueso
del sarcémero (Alberts, 2015).
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Figura 7. Secuencia e interacciones en los dominios heptad. A) se presenta la secuencia de aminodcidos de la
cola de miosina del aminoacido 838 al 1935 y su posicién en el dominio heptad al cual corresponde. Los
aminoacidos localizados en las posiciones a y d se encuentran de color azul y rojo respectivamente. B)
representacion de las interacciones que se forman entre las posiciones de los aminoacidos de los dominios
heptad para formar la a-hélice super enrollada, los aminoacidos en las posiciones a y d forman el nucleo
hidrofébico (representado con lineas punteadas azul y roja) y el resto de los aminoacidos forman interacciones
electrostaticas rodeando el nucleo hidrofébico.

2.0 CONTRACCION Y RELAJACION CARDIACA
2.1 MECANICA DEL CICLO CARDIACO

El miocardio realiza movimientos involuntarios de contraccién (llamado sistole) y de relajacion
(lamado didstole). En la didstole, las valvulas mitral y tricispide se abren mientras que las valvulas
adrtica y pulmonar se cierran lo que permite que la sangre llene tanto las auriculas como los
ventriculos. En la contraccidon del musculo, disminuye la luz de las venas cava superior, inferior y
pulmonares causando un aumento de la presién y permitiendo que la sangre sea bombeada fuera
del corazén (Ganong, 2013).

Cuando se lleva a cabo la sistole y diastole, se generan cambios en las presiones y flujos de las
cavidades cardiacas para poder expulsar la sangre fuera del corazdn. Las presiones maximas
ventriculares son 120 mmHg en el ventriculo izquierdo y 25 mmHg en el derecho. El volumen de
sangre expulsada en la contraccion es de 70 a 90 ml, el porcentaje de volumen de sangre expulsado
por el ventriculo izquierdo se conoce como la fraccién de expulsién o eyeccidn y lo normal es
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cercano a 65%. Este valor es determinante para evaluar el correcto funcionamiento del ventriculo
izquierdo (Ganong, 2013).

2.2 MECANISMO DE LA CONTRACCION CARDIACA

Cuando ocurre el proceso de contraccion, el sarcomero sufre un acortamiento. Esta reduccion es
provocada por un deslizamiento de los filamentos de actina sobre los filamentos de miosina,
manteniendo la misma longitud en ambas proteinas (Alberts, 2015; Hall, 2013; Murray, 2010)

La contraccidn muscular consiste en la unién y desprendimiento de la cabeza globular de la miosina
con los filamentos de actina. Este proceso depende del nucleétido ATP o ADP+Pi presente en el sitio
activo de la cabeza de miosina. Dichos cambios provocan el movimiento de los filamentos de actina
al centro del sarcémero y es cuando se contrae, este movimiento es llamado golpe de potencia.

El proceso se lleva a cabo en 5 pasos (Figura 8):

1. Inicia el ciclo desde el modo relajado. En la cabeza de miosina se encuentra una molécula
de ATP, la cual impide la unién entre actina y miosina. En este primer paso, sucede la
hidrélisis de ATP hacia ADP+Pi y se mantienen dentro del sitio activo de la cabeza de
miosina.

2. El Ca*? entra, se libera el sitio de unién a miosina en el filamento de actina, la cabeza de
miosina se une a ella y se forma un complejo de actina-miosina-ADP-Pi.

3. Laformacion del complejo promueve la liberacién del Pi, lo que inicia el “golpe de potencia”.
Posteriormente, se libera el ADP y se genera un cambio conformacional (la cabeza de
miosina cambia de su posicion original de 90° hasta doblarse 45° sobre si misma), deslizando
la actina aproximadamente 10 nm hacia el centro del sarcémero.

4. Otra molécula de ATP se une a la cabeza de miosina y forma un nuevo complejo de actina-
miosina-ATP.

5. Cuando existe ATP en la cabeza de miosina, tiene baja afinidad por la actina asi que se libera
o deprende de la actina. Asi vuelve a un estado relajado en el sarcémero.

6. Serepite el ciclo de acuerdo a la demanda de contraccidon/relajacién dentro del sarcémero
(Murray, 2010; Spudich, 2016).
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Figura 8. Ciclo de la contraccién muscular. Del lado izquierdo, se muestra el ciclo en 6 pasos de forma
esquematica. En la imagen de la derecha, se representa de forma gréfica (Spudich, 2016).

2.3 MECANISMO DE LA RELAJACION CARDIACA

Como se menciondé anteriormente, la contraccién/relajacion muscular esta regulada por la
presencia o ausencia de calcio en el filamento delgado. Sin embargo, existe otro mecanismo que
contribuye al proceso de relajacién y consiste en la interaccién asimétrica entre dos cabezas de
miosina, en una se bloquea el sitio de union a ATP/ADP y en la otra el sitio de interaccidn con el
filamento de actina (Figura 9) (Wendt, 2001). De esta forma, la miosina es incapaz de llevar a cabo
la contraccion debido a que los dos sitios necesarios para este proceso estan bloqueados (Figura
10). La cabeza de miosina que tiene bloqueado el sitio de interaccion con ATP/ADP se denomina
“cabeza libre” y la que tiene bloqueada el sitio de interaccidn con la actina se denomina “cabeza
bloqueada” (Hu, 2016).

Figura 9. Interaccion de dos cabezas de miosina (de color rojo y morado) durante la relajacidn. Del lado
izquierdo se encuentra la miosina denominada bloqueada y del lado derecho la cabeza libre. De color azul y
verde se representan las cadenas ligeras esenciales de cada cadena y de amarillo y naranja las cadenas ligeras
esenciales regulatorias (Hu, 2016).
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Figura 10. Caricatura de la conformacién de la miosina en modo relajado y contraido. Primero se
observa la conformacidon relajada ya que ambas cabezas de miosina estdn interactuando.
Posteriormente, las cabezas se separan y cambian conformacién para unirse a actina y tener el sitio
activo libre para la hidrdlisis del ATP y poder llevarse a cabo la contraccion (Wendt, 2001).
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3.0 CARDIOMIOPATIA HIPERTROFICA
3.1 DEFINICION

La cardiomiopatia hipertrofica (CMH) se define como una enfermedad caracterizada por un
engrosamiento en el ventriculo izquierdo del corazén (Figura 11) (Liew, 2017; Sabater-Molina,
2017). Es una de las principales causas de muerte subita en personas menores a los 35 afos y atletas,
con una mortalidad subita del 0.5-1% anual en la poblacién global (Frey, 2012; E, 2014; Sabater-
Molina, 2017). Fue descrita por primera vez en 1957 por el patdlogo britanico Robert Donald Teare
en 8 autopsias de caddveres con una hipertrofia asimétrica en el corazdn, de las cuales, 7 de ellas
tuvieron una muerte repentina (Liew, 2017).

Figura 11. Diferencias morfoldgicas de un corazén normal y con CMH. Del lado izquierdo podemos
observar la morfologia de un corazén normal. Del lado derecho, se muestra una representacion de
un corazon de un paciente con CMH, en donde el miocardio presenta hipertrofia (Rodriguez, 2014)

3.2 DIAGNOSTICO

3.2.1 CUADRO CLiNICO

Existen pacientes asintomaticos (60-70%) asi como pacientes con una progresion sumamente rapida
de la enfermedad (Dumont, 2007), se sabe que sélo el 25% de los pacientes desarrolla sintomas
(Rodriguez, 2014). Es importante destacar que el porcentaje de pacientes con sintomas graves
aumenta con la edad, siendo probable que los pacientes con una mayor expresién evolucionen con
una frecuencia mds elevada a una sintomatologia incapacitante con el transcurso de los anos
(Navarro, 2004).

La principal manifestacidon clinica que se presenta es la muerte subita (MS). La MS tiene una
prevalencia global del 1% anual entre los 12 y los 35 afios (Lizalde, 2003) y puede presentarse
después de un periodo de ejercicio intenso (Brugada, 1998). La disnea se presenta en el 90% de los
pacientes, se define como dificultad respiratoria y puede aparecer en estado de reposo o durante
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el esfuerzo fisico (Lépez, 2004; Navarro, 2010). La angina de pecho o dolor precordial se presenta
en el 70-80% de los pacientes y es causada por un desbalance entre la oferta y la demanda de
oxigeno debido a la disminucién de la densidad capilar en el miocardio hipertréfico (Lépez, 2004;
Marian, 2017). El sincope es el sintoma menos frecuente ya que se observa en el 20% de los
pacientes (Navarro, 2004). Se define como una pérdida transitoria de conciencia acompafnado con
desmayo con recuperacidon espontanea sin necesidad de intervencion médica o farmacoldgica
(Peinado, 2004).

Para poder diagnosticar CMH, ademads de realizar una historia familiar y clinica, es indispensable
realizar estudios que permiten conocer el funcionamiento y fisiologia cardiaca.

3.2.2 ESTUDIOS DE GABINETE

3.2.2.1 ECOCARDIOGRAMA

Para el diagndstico de la CMH, el ecocardiograma aporta valores importantes como
dimensiones y volumenes del ventriculo izquierdo (Navarro, 2004)

e Magnitud, distribucion y localizacion de la hipertrofia ventricular
e  Funcion sistdlica ventricular

e  Funcion diastolica ventricular

e Presencia de obstruccidn dindmica en el tracto de salida del VI

e Existencia de movimiento anterior sistélico de la valvula mitral

e Descartar patologia que pueda dar lugar a hipertrofia ventricular

Para hacer el diagndstico de CMH, el principal valor a considerar dentro del ecocardiograma es el
grosor parietal o el didmetro del septum del ventriculo izquierdo. El valor limite difiere entre
autores, sin embargo, la sociedad europea de cardiologia junto con la fundacién y colegio americano
de cardiologia (ESC/ACCF, por sus siglas en inglés) acordaron que un valor >15 mm se considera
como hipertrofia, y un valor mas bajo, a partir de 13mm, cuando en la historia familiar existan casos
confirmados de CMH (Liew, 2017).

La funcidn sistdlica ventricular también se puede evaluar través de la fraccion de acortamiento y la
fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) (Cooley, The Texas Heart Institute, 2015). En la
CMH se ve alterada por la disminucidon del rea del VI causada por la hipertrofia. Algunos pacientes,
al tener hipertrofia severa en el VI presentan una reduccidn significativa de la fraccidn de eyeccién
(Navarro, 2004).
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3.2.2.2 ELECTROCARDIOGRAMA

El electrocardiograma (ECG) es otro estudio empleado en CHM. Sin embargo, 35% de los pacientes
con CMH y 14% de los pacientes con hipertrofia severa (>30 mm) no presentan criterios
electrocardiograficos alterados, por lo que su sensibilidad es limitada (Lopez, 2004).

En el ECG de una persona con CMH se observan alteraciones en la conduccién auriculo-ventricular
y la onda Q (se considera anormal cuando la onda Q es mayor o igual de 40 milisegundos con una
profundidad mayor del 25% de la onda R correspondiente o mayor de 3 mm). La onda Q en la CMH
se genera cuando la fuerza eléctrica del septum es tan grande que cancela las fuerzas eléctricas de
otras regiones del ventriculo izquierdo y derecho. La fuerza eléctrica inicial de despolarizacidn
ventricular se dirige hacia la derecha y genera una pequeiia onda Q en las derivaciones |, avL y V5-
V6. Los pacientes con estos trastornos de conduccidn suelen mostrar un cuadro clinico mds severo,
un mayor grosor en el VI, una mayor extension de la fibrosis y una menor fraccién de eyeccion del
VI (Navarro, 2004).

3.3 EPIDEMIOLOGIA

El dato mas reciente reporta una prevalencia de 0.16-0.29% (1:625-1:333) en la poblacién global
adulta sin distincion geografica, étnica o sexo. Sin embargo, se menciona que se podria incrementar
a una prevalencia global de 0.6% (1:167) dependiendo del grosor del septum considerado como
limite para diagnosticar hipertrofia, ya que se han encontrado reportes con un limite de 13 mm vy
otros de 15 mm (Marian, 2017).

3.4 ETIOLOGIA

La CMH puede ser de origen primario (genético) o secundario (causada por otra enfermedad). La
CMH de origen genético, es causada por mutaciones y se denomina “familiar” cuando existen
diferentes individuos enfermos en la familia y es causada por la misma mutacidn genética. Se toman
en cuenta las mutaciones de novo (mutaciones que ocurren por primera vez en un individuo en la
familia) debido a que posteriormente puede ser transmitido a sus hijos (Elliot, 2008; Marian, 2001).

La CMH de origen secundaria es causada como consecuencia de otra enfermedad de tipo cardiaca
como hipertensién y enfermedad valvular (Liew, 2017; Molina, 2017), por sindromes metabdlicos
como enfermedad de Pompe, enfermedad de Fabry, enfermedad de Forbe’s, enfermedad de
Dannon y otro tipo de sindromes como el sindrome de Noonan, Beckwith-Wiedemann o LEOPARD.
Se ha reportado que 2/3 de los pacientes diagnosticados con CMH son de origen familiar, mientras
gue el resto es de origen secundario (Marian, 2001 ).
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3.4.1 GENES REPORTADOS COMO CAUSALES

El diagndstico genético es complejo debido a la heterogeneidad genética que presenta la
enfermedad. Solo en el 50% de los pacientes se ha encontrado un gen causal de la enfermedad; en
el 5% de los casos se han reportado 2 mutaciones independientes, en el 0.8% de los casos se han
encontrado hasta 3 mutaciones en genes diferentes por paciente y en un 40% de pacientes no se
ha podido identificar una mutacién causal (Frey, 2012; Cirino, 2017). Dentro de las mutaciones
reportadas, el 50-60% corresponden a mutaciones en las proteinas del sarcémero (Cirino, 2017,
Roma-Rodrigueez,2014) y el resto se distribuye en genes metabdlicos como GLA (a-galactosidasa),
LAPMP2 (glicoproteina 2 asociada a la membrana lisosomal) y PRKAG2 (proteina cinasa gamma
asociada activada por AMP-5) (Frey, 2012).

Existen controversias sobre la frecuencia de mutaciones causales en los genes sarcoméricos, sin
embargo, los genes que ocupan los dos primeros lugares son MYH7 y MYBPC3 (Cirino, 2017; Liew,
2017). El gen MYH7 presenta una frecuencia de 40% (Tabla 1) (Cirino, 2017). Actualmente la base
de datos de OMIM “Online mendelian inheritance in man” ha reportado 1352 variantes en el gen
MYH7 asociadas a CMH (OMIM, OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man, 2018).

Tabla 1. Reportes de frecuencia reportados por Cirino y cols. 2017

Nombre de la proteina Gen Frecuencia en %
B-miosina MYH7 40
Proteina C de unién a miosina MYBPC3 40
Troponina T TMMT2 5
Troponina | TNNI3 5
Tropomiosina TPM1 2
Cadena ligera regulatoria de miosina  MYL2 desconocido
Cadena ligera esencial de miosina MYL3 1
a-actinina ACTC1 desconocido
Proteina rica en cisteina y glicina CRP3 desconocido
a -actinin-2 ACTN2 desconocido
Miosina-6 MYH6 desconocido
Teletonina TCAP desconocido
Troponina C TNNC1 desconocido
Fosfolamban cardiaca PLN desconocido
Miozenin-2 MYOZz2 desconocido
Nexilina NEXN desconocido

3.5 CARACTERISTICAS GENETICAS

CMH es una enfermedad autosdémica dominante, con penetrancia incompleta y expresividad
variable (Frey, 2012). El término penetrancia o penetrancia completa se refiere a la proporcion de
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personas portadoras del gen mutado que presentan el fenotipo asociado. Cuando se presentan
casos de individuos portadores del gen mutado sin manifestar el fenotipo, se dice que Ia
enfermedad tiene penetrancia incompleta. La penetrancia incompleta se puede presentar por una
combinacion de factores genéticos, ambientales o estilo de vida. La expresividad variable, se refiere
al rango de diferentes signos sintomas que pueden presentar por individuos con una enfermedad
aun teniendo la misma causa genética (Genetics home reference, 2018). En la CMH, por cada familia
gue presentan la misma mutacidn, existen casos de expresividad variable en diferencias en edad de
inicio de la enfermedad, gravedad del cuadro clinico e incluso hasta en el grosor del septum (Frey,
2012).

3.5.1 MUTACIONES EN MYH7

A nivel estructural, las mutaciones en el gen MYH7 tienen mayor prevalencia en la cabeza motora
de la proteina y en la palanca, provocando afectos principalmente el sitio activo de la ATP/ADP, el
sitio de interaccion actina-miosina y el sitio de unién con las cadenas ligeras, por lo que se ve
afectada la actividad enzimdtica y contractil de la proteina (Moore, 2011). En la Figura 12A se
muestran algunas variantes reportadas, el sitio donde se ubican y la funcidn de la proteina que se
podria ver afectado.

A nivel fisiopatoldgico, cada variante esta involucrada en una manifestaciéon diferente de la
enfermedad, por ejemplo, la variante V606M ha presentado una supervivencia normal en los
pacientes portadores y sin hipertrofia, en contraste, un corazén con la variante R453C presento
hipertrofia y se reportd que el portador murié de muerte subita (Figura 12B). (Blankenburg, 2014).
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Figura 12. Heterogeneidad de las variantes génicas reportadas en el gen MYH7. A) Muestra el hexdmero
de miosina y la ubicacién de algunas mutaciones reportadas dentro de la cadena pesada. De acuerdo a
la localizacidn, se presenta la funcién o dominio de la proteina que pusiese afectar la variante. Obtenida
de Lopez et al, 2004. B) Comparacion histoldgica entre un corazén normal y 2 variantes encontrados en
pacientes con CMH (Blankenburg, 2014).

3.6 FISIOPATOLOGIA

En la CMH, se observa la hipertrofia principalmente dentro del septum de manera asimétrica, es
decir, no todos los segmentos del ventriculo izquierdo estan engrosados en la misma proporcion. La
hipertrofia del miocardio va desde los 13 mm hasta 60 mm de espesor en casos extremos (Chavez,
2003; E, 2014; Frey, 2012; Lizalde, 2003).

El corazén presenta desorganizacion de células cardiacas y fibrosis. Los cardiomiocitos muestran
aumento de diametro, desorganizacion de la miofibrilla y necrosis debido al estrés (Marian A. J.,
2017). Para poder mantener la anatomia del miocardio por la reduccion del numero de
cardiomiocitos, existe una acumulacién de fibroblastos, los cuales, carecen de actividad contractil,
provocando un aumento de células cardiacas y causando hipertrofia (Rodriguez, 2014). Este
desarreglo celular se ha observado en el 95% de los pacientes que han padecido muerte subita
(Chavez, 2003; Marian, 2017; Lizalde, 2003).
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Hasta la fecha no se conoce al 100% la relacidn entre las mutaciones en proteinas sarcoméricas y la
generacion de la hipertrofia. Sin embargo, existen teorias o hipdtesis que tratan de explicar este
fendmeno a través de las diferentes funciones que se afectan en la célula cardiaca:

1. Perturbaciones en el ciclo del calcio

Se ha observado que los canales de calcio en el ventriculo izquierdo no regulan la entrada de Ca*
correctamente. Se ha reportado que podria existir un aumento de calcio en el citosol en respuesta
al déficit de fuerza en el cardiomiocito. Ademas, el calcio es también un estimulo que activa cascadas
de sefales intracelulares que conducen a la sintesis de proteinas y diferenciacion celular causando
hipertrofia (Navarro, 2004).

2. Enrespuesta al déficit contractil y energético

En respuesta al déficit contractil generado por las mutaciones se activan vias de sefializacion
intracelulares y factores tréficos para activar la maquinaria transcripcional, expresién de genes,
sintesis de proteinas y aumento en el nimero de sarcémeros (Navarro, 2004).

3. Enrespuesta al déficit energético

En el cardiomiocito existe un consumo anormal de energia debido al aumento compensador de la
produccidn de fuerza por parte de la miosina, lo cual, da un consumo excesivo de energia, el cual es
detectado por los sensores metabdlicos del ATP y cuando hay un consumo excesivo de energia se
lleva a la depresidn energética y muere el miocito causando fibrosis. (Navarro, 2004).

4. Incremento en la fibrosis cardiaca

La fibrosis, se presenta por el reemplazamiento de cardiomiocitos que sufren apoptosis (Frey, 2012).

5. Alteraciones biomecdnicas (estrés)

El sarcomero, ademas de realizar la contraccidn, tiene la funcion de mediar el estrés mecanico del
cardiomiocito. Tiene un sensor localizado en labanda M y discos Z y se ha reportado que mutaciones
en proteinas de dichas zonas generan un desarreglo en dicho sensor del estrés generando
hipertrofia compensatoria. (Frey, 2012).
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4.0 MODELADO POR HOMOLOGIA

Conocer la estructura de una proteina es crucial para entender su funcion bioldgica y existen
diferentes metodologias experimentales para poder determinarlas (Fiser, 2003). Hasta la fecha, se
han resuelto mds de 130,000 estructuras proteicas por técnicas de cristalografia, resonancia
magnética y microscopia electrénica (Young, 2018). Sin embargo, con los avances de nueva
secuenciacion, este nimero se considera como una fraccion pequefia debido a que cada vez es mds
facil conocer la secuencia de una proteina. Se calcula que aproximadamente se ha podido resolver
la estructura de al menos una proteina dentro de cada familia de proteinas, por lo que, usando otras
técnicas como el modelado de proteinas es posible generar un modelo representativo de una
proteina que aun no tiene una estructura resuelta (Fiser, 2003).

El modelado de proteinas es una técnica predictiva que permite obtener una aproximacion de la
estructura atdmica y espacial de una cadena polipeptidica o de proteinas. Existen dos tipos: uno
llamado modelado por homologia (MPH), en donde se toma como base estructuras ya conocidas de
proteinas relacionadas o con mayor homologia (llamada moldes o templado). El segundo tipo de
modelado se llama “ab initio” o ensamblaje “de novo” y esta técnica se utiliza cuando no hay
templados disponibles.

Las aplicaciones del MPH son (Baker, 2001; Fiser, 2003):

e Prediccién de ligandos y actividades cataliticas

e “Docking” de macromoléculas o de interacciones entre proteinas

e Diseflar quimeras

e Encontrar dominios funcionales o motivos importantes en una proteina

e Diseflar mutaciones dirigidas para probar hipdtesis sobre la funcién o predecir el andlisis
del efecto de mutaciones.

e Modelar la especificidad de un sustrato

e Prediccidn de epitopes antigénicos

e Simulaciones de acoplamiento proteina-proteina

e Inferir el potencial electrostatico alrededor de una proteina

e Ensamblaje de una alineacién de secuencia-estructura

e Planeacién de nuevos experimentos

Realizar un MPH consiste en los siguientes pasos:

1) Encontrar la estructura proteica con mayor similitud a la proteina problema
2) Alinear ambas secuencias

3) Construir el modelo

4) Evaluar el modelo
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ANTECEDENTES DIRECTOS

A partir del andlisis de secuenciacion masiva de 28 pacientes, diagnosticados con CMH, se
seleccionaron 9 casos (Tabla 2), los cuales presentaron un cambio en un solo nucleétido diferente
en el gen MYH7.

Tabla 2. Cambio y posicién de nucleétido, de aminodcido y el rs.

Cambio y posicion  Cambio y posicién <

de nt* de aa*

1 c.1567 A>G N479S rs727504236
2 €.2286 C>T R719W rs121913637
3 c.2352 G>C G741R rs121913632
4 €.2620 G>A A797T rs3218716

5 c.2525 G>A S842N rs397516154
6 c.2913 G>A D928N rs727503252
7 €.3280 G>C R1050P rs759579652
8 c.4183 C>T T1351M rs370403289
9 c.4260 G>A A1379T rs397516202

*nt, nucledtido; aa, aminoacido

Las 9 variantes se volvieron objeto de estudio del presente proyecto.

JUSTIFICACION

La cardiomiopatia hipertrofica constituye la enfermedad cardiaca de tipo genético mas frecuente
en el mundo, con una mortalidad anual global de 0.5-1% en jévenes menores a 35 afios, donde el
gen mas frecuentemente mutado es MYH7. La caracterizacidon de las mutaciones en este gen hasta
el momento es muy pobre. Su estudio ayudara a asociar el cambio de estructura en la proteina con
la generacion de la hipertrofia y el desarrollo de la enfermedad.
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HIPOTESIS

Las variantes génicas identificadas en el gen MYH7 en pacientes mexicanos con cardiomiopatia
hipertréfica cosegregaran en los familiares afectados y provocaran cambios estructurales en la
cadena pesada de la B-miosina.

OBJETIVO GENERAL

Realizar estudios de segregacion de las variantes en el gen MYH7 en los familiares sanos y enfermos
del caso indice en estudio, asi como un andlisis predictivo in silico de los efectos que cada variante

tiene sobre la estructura de la proteina.

OBJETIVOS PARTICULARES

25

Identificar la forma de herencia de la CMH en cada familia mediante andlisis de la
genealogia.

Realizar el andlisis de cosegregacion de las variantes en estudio en cada familia.

Identificar, en un modelo in silico, el papel que tiene cada aminoacido en estudio en su
forma nativa.

Para cada mutacién, analizar la consecuencia del cambio de aminoacido en la estructura o
funcidn de la proteina en el modelo in silico.

Establecer una posible correlacién entre los cambios estructurales en la proteina generados
por las variantes en el gen y el cuadro clinico de los pacientes con el objetivo de determinar
la causalidad de la enfermedad.



METODOLOGIA

ANALISIS GENETICO

Para poder realizar los estudios de cosegregacién de cada familia en estudio, se estudiaron a los
familiares de primer grado de cada caso indice; una vez firmado el consentimiento informado, se
recolectaron muestras de sangre de cada uno de ellos.

SEPARACION DE LEUCOCITOS

Cada muestra obtenida se centrifugd a 2500 revoluciones por minuto (rpm) por 30 minutos en la
centrifuga Beckman Coultertm, Allegra 25R Centrifuge para poder separar los leucocitos. La sangre
se separa en tres fases: en globulos rojos al fondo del tubo (debido a que tienen una mayor
densidad), glébulos blancos o leucitos en la parte media y sobrenadante Ilamado plasma.

EXTRACCION DE ADN

Posteriormente, se extrajo el ADN de los leucocitos utilizando el estuche comercial QlAamp DNA
Blood Midi kit (100) siguiendo el protocolo que se presentan a continuacion: (Qiagen, 2015).

1.

w

© XN

10.
11.

12.
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Se anadieron 200 pl de proteasa a la muestra (la proteasa se reconstituyd con 5.5 ml de agua
grado biologia molecular).

Se afiadieron 2.4 ml de tampdn “AL Lysis” y se mezcld invirtiendo el tubo 15 veces seguido de
una agitacion vigorosa por un minuto.

Se incubé por 10 minutos a 70°C.

Se agregd 2 ml de etanol (96-100%) y se mezcld invirtiendo el tubo 10 veces, seguido de una
agitacidn vigorosa

Se agregé la mitad de la solucidon del paso anterior en una columna Qlamp Midi y se centrifugd a
3000 rpm por 3 minutos. Este paso se repitié hasta que se agrego todo el contenido del paso 4.
Se removi¢ el filtrado

Se afiadieron 2ml de tampdn “AW1” en la columna y se centrifugd a 5000 rpm por 1 minuto.

Se removi¢ el filtrado

Se afadieron 2ml de tampdn “AW2” en la columna y se centrifugd a 5000 rpm por 15 minutos
(El tampdn se prepard previamente con 190 ml de etanol antes del uso)

Se cambid a columna a un tubo nuevo/limpio y se deseché todo el filtrado

Al pellet se agregaron 300 ul de agua grado biologia molecular, se incubé por 5 minutos y se
centrifugd a 5000 rpm por 2 minutos.

El ADN se guardd en congelacién hasta su uso.



CONCENTRACION, PUREZA E INTEGRIDAD GENOMICA

Una vez aislado el ADN, se midid la concentracion con el equipo NanoDrop One de ThermoFisher
SCIENTIFIC. EI NanoDrop es un espectrofotometro de espectro (220-750 nm) que mide
concentraciones desde 1 pl de muestra en ng/ul. El espectrofotémetro mide la cantidad de luz que
pasa a través de una longitud de onda especifica, la cantidad de luz absorbida por el medio es
proporcional a la concentracién del soluto presente (en este caso el ADN). El software calcula
automaticamente la concentracion de los acidos nucleicos con una longitud de onda de 260nm
(absorbancia el ADN) (Scientific-NanoDrop-One). Adicionalmente, el nanodrop calcula la pureza de
cada muestra midiendo la absorbancia a 280 (absorbancia del ARN y proteinas) y 230 nm
(absorbancia de carbohidratos, fenoles) y obtiene la relacion 260/280, 260/230. Los valores
normales de pureza oscilan entre 2 y 2-2.20 respectivamente (Thermo-Scientific, T042-TECHNICAL
BULLETIN).

Posteriormente, se evalud la integridad del ADN por medio de la electroforesis en gel de agarosa.

Durante el proceso de electroforesis, se aplica una corriente eléctrica en una cdmara con electrodos
positivos y negativos en sus extremos, el ADN al tener carga negativa migrard hacia el electrodo
positivo y los fragmentos cortos logran atravesar mas rapidamente o migrar mads al fondo del gel a
diferencia de los fragmentos largos que se tardan mas y migran menos; la posicion en donde se
detiene el fragmento se llama banda. En la cdmara de electroforesis, se aflade una solucién llamada
tampdn de corrimiento. Esta solucién debe ser de la misma composicién y pH con la que se prepard
el gel. La funcién del tampdn es ser un medio para la transmisién de la corriente eléctrica y mantiene
el pH sin variaciones mientras se realiza el corrimiento. Para el caso de los 4cidos nucleicos se puede
utilizar TBE (Tris, Borato, EDTA) o TAE (Tris, acido acético, EDTA) como buffer de corrimiento (Mora,
2016).

Para poder saber el tamafio del fragmento, existe un marcador de peso molecular que se utiliza
como estandar de referencia. El marcador de peso molecular es un bacteriéfago o plasmido que fue
sometido a corte con enzimas de restriccién y generé fragmentos de diversos tamainos conocidos;
al terminar la electroforesis con la posicién de las bandas del marcador, se puede saber el tamafio
aproximado de cada fragmento (Mora, 2016).

Para poder visualizar la posicidn de las bandas dentro del gel se necesita agregar a la muestra una
sustancia que se inserta entre las bases del ADN llamado agente intercalante. Esta sustancia
contiene un flouréforo que al ser excitado con luz ultravioleta emite fluorescencia. Entonces, el
ultimo paso de la electroforesis es “revelar” el gel en un transiluminador, el cual es un equipo que
transmite luz del espectro ultravioleta a una longitud de onda a 302 nm.

Para el caso de la integridad gendmica de cada muestra, se realizé un gel al 0.8% de agarosa con
TAE 1X; como intercalarte del ADN se utilizé “RedGel™ Nucleid acid Gel stain, 10,000X in water” de
la marca BIOTUM, diluido a una concentracién de 1X; como marcador de peso molecular se utilizé
“GeneRuler 100 BP” de Thermo Scientific con una concentracion de 0.1 ng/ul y se corrié el gel por
45 minutos a 50 V en la cdmara de electroforesis de Accesolab, MY GEL mini ™ ACCURIS
INSTRUMENTS. Para revelar el gel se utilizé el transiluminador CHEMIDOC MP de la marca BIO-RAD,
Modelo Universal Hood lIl.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica in vitro para la multiple obtencién
(amplificacidn) de fragmentos especificos de ADN (Asuar, 2014); fue inventada por Kary Mullis,
quien fue ganador del premio nobel de Quimica en 1993 (Poza, 2001). Esta técnica estd basada en
el proceso de sintesis que tiene el ADN dentro de una célula a partir de un templado de ADN donde
se desnaturaliza, se unen oligonucledtidos para que la polimerasa afiada los nucledtidos siguientes
y se obtienen dos cadenas de ADN de doble hebra a partir de una.

La técnica de PCR se realiza con los siguientes componentes: una polimerasa que puede trabajar a
temperaturas muy elevadas que proviene de la bacteria Thermus aquaticus; un buffer que provee a
la Tag polimerasa las condiciones que necesita para funcionar como cierto pH, cantidades de
magnesio en forma de MgCl** y KCl; oligonucledtidos, pequefnos fragmentos de ADN (de 20-25
nucledtidos) que son complementarios (5°-3") en los extremos de la secuencia de ADN que nos
interesa y deoxinucleétidos fosfato (DNTPs).

|+2

La técnica de PCR consta de 3 pasos:

1. Desnaturalizacidn: por medio del aumento de temperatura, la hebra de doble cadena que
forma el ADN se separa en dos. En este paso se utilizan temperaturas entre 93 a 97 °C

2. Alineamiento/Hibridacién: en este paso, se baja un poco la temperatura para que los
oligonucleétidos complementarios a la secuencia molde de ADN se hibriden y se unan al
extremo 3’que flanquea al fragmento de interés; sucede a temperaturas entre 50y 65 °C.

3. Elongacién/extensidn: se produce la sintesis de una cadena sencilla (produciéndose un
fragmento final de doble cadena por la complementariedad) en la direccidon 5-> 3" por la
enzima Taq polimerasa, la cual incorpora los DNTPs presentes en el medio siguiendo la
cadena molde. (Poza, 2001)

Durante la PCR, estos 3 pasos se repiten y a cada repeticidén se le conoce como ciclo. En el primer
ciclo, se sintetizaran los primeros fragmentos a partir del ADN gendmico. Estos fragmentos no
tendran el tamanfio esperado ya que la taq copiara hasta donde le sea posible; después en el segundo
ciclo, los oligonucleétidos, ademas de unirse al ADN genédmico, también se uniran a los fragmentos
recién sintetizados del primer ciclo. De esta forma por cada ciclo aumentara el nimero de
fragmentos del tamafo de interés (Asuar, 2014); entonces, por cada ciclo se obtiene una cantidad
de ADN de 2" (n es el nimero de ciclos), por lo que la amplificacidn se realiza en forma exponencial
(Poza, 2001).

En el presente proyecto, se realiz la PCR en el termociclador de Applied Biosystems GeneAmp PCR
System 9700. Las concentraciones de los componentes fueron: Taq polimerasa con concentracion
de 5 U/uL de Dream Tag Thermo Fisher Labs, se afiadié 0.25 pL por reaccion para tener una
concentracidn final de 1.25 U/ uL; DNTPs con concentracion inicial de 10 mM, se afiadié 1 pL por
reaccion para tener una concentracion final de 0.04mM; el tampdén para PCR se utilizd a una
concentracién de 10x, se afiadieron 5 pL; el ADN de cada muestra se agregd de acuerdo a la
concentracién de cada uno para alcanzar 1000 ng/uL; los oligonucledtidos (Tabla 3) se diluyeron a
100 mM cada uno (los oligonucledtidos utilizados fueron previamente disefiados y validados en el
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proyecto que antecede al presente); y finalmente, se agregd agua Milli Q para completar 50 uL de
volumen final por reaccidn.

El termociclador se programo para hacer un PCR con las siguientes condiciones:

1. Pre-cicloa 94°C por 5 minutos
40 ciclos de: 95°C por 30 segundos, TM °C de cada par de oligonucleétido por 30 segundos
(Tabla 3), 72°C por 30 segundos.

3. 72°Cpor 7 minutos

4. 4°Cpor tiempo infinito

Tabla 3. Datos de los oligonucledtidos utilizados

# identificador Oligonucledtido sentido Oligonucledtido anti-sentido  Tm °C Tamafio de
de Cl (Derecho 5°-3) (Reverso 5°-37) fragmento (pb)

rs727504236 CCTCCATGTGTCCACTTTCA CTGGGAGTGGGAGAACAATC 59.5 659
rs121913637 AGGGGTACGAGGGAAAGAGA GGTTCAAGACCTGGCTCTGT 59.7 945
rs121913632 CATGACTAGGGAGGGGTACG CAGTGACAAAGCCAGGATCA 59.6 719

rs3218716 TACAAGTTTGGCCACACCAA CCCTGTGACTGCAGTGTGTT 63 575
rs397516154 GTCAGCTCTTTTCCCTCTGC GTTTCCCGCTTCTCTGAGG 59.7 679
rs727503252 CATAAGTGCTTGGCATCAGC AGGACCTTACCCCCTGAACA 59.8 784
rs759579652 TCATTCCCACTGAGTGCCTA AGAATACGGCTTTGGGGTTT 59.6 614
rs370403289 TGCGCTATGGACATTGAGGA AGGCCAAGGGATGATGTTGA 62.7 611
rs397516202 TGCGCTATGGACATTGAGGA AGGCCAAGGGATGATGTTGA 62.7 611

Una vez terminada la amplificacion se realizé un gel de agarosa al 1% (con los mismos equipos y
reactivos antes mencionados) para comprobar que se haya amplificado el fragmento esperado
(tabla 3).

SECUENCIACION SANGER

Las muestras fueron secuenciadas por la metodologia llamada “Secuenciacién SANGER”. Este
proceso se llevé acabo en la unidad de secuenciacion del Instituto Nacional de Medicina Gendmica.
El electroferograma de cada muestra se analizé con la version gratuita del programa CHROMAS
v.2.6.4 (http://technelysium.com.au/wp/chromas/).

DETERMINACION DE PATOGENICIDAD O BENIGNIDAD DE VARIANTES

Para determinar la patogenicidad de cada variante en estudio, se utilizé la guia: “Standards and
Guidelines for the Interpretation of Sequence Variants: A Joint Consensus Recommendation of the
American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology”
(Sue Richards Chair, 2015). En el documento se afiaden tres tablas: una para evaluar la
patogenicidad de las variantes (Tabla 4), otra para evaluar la benignidad (Tabla 5) y una tabla final
(Tabla 6) en donde de acuerdo con el puntaje obtenido se determina si la variante en estudio es
patogénica, probablemente patogénica, de significado incierto, probablemente benigna o benigna.
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La tabla de patogenicidad (Tabla 4) esta dividida en cuatro secciones las cuales son: evidencias muy
fuertes de patogenicidad, evidencia fuerte, evidencia moderada y evidencias que sugieren
patogenicidad. Cada seccidn tiene diversos criterios que en conjunto ayudan a determinar o negar
patogenicidad. Cada variante en estudio se cuestiond y analizé en cada criterio, en caso de cumplir
el criterio se le asignd el valor de 1 y en caso de no cumplir se le asignd valor de 0.

La tabla de benignidad (Tabla 5), esta dividida en tres secciones: “stand-alone” o evidencia que por
si sola es de una variante benigna, evidencia fuerte y evidencia que sugiere que la variante puede
ser benigna. Igualmente, cada seccidn tiene criterios de evaluacidn en donde si la variante analizada
cumple el criterio se le asigno valor de 1 y en caso de que no, se le asignd valor de 0.

Finalmente, con ayuda de la tabla 6 se tomd la decision final para determinar dentro de cual de las
5 categorias se encuentra cada variante. El proceso consistié en sumar el puntaje por cada seccion
dentro de las tablas de patogenicidad y benignidad y de acuerdo a cada condicidon establecida en la
tabla se categorizaron.

Tabla 4. Criterios para clasificar variantes patogénicas

Criterios para clasificar variantes patogénicas

Clasificacion Sigla  Definicion del criterio

Muy fuerte PVS1 Variantes nonsense, causan un cambio en el marco de lectura, son candnicas +/-, se encuentra en
sitios de corte alternativo, en un coddn de inicio o que causan delecién de exones en un gen donde

la perdida de funcion es conocido como causante de enfermedad

Fuerte PS1 Ya se reportd el cambio de aminoacido (aa) previamente, pero causado por otro cambio de
nucledtido. Ej. Val>Leu causado por el cambio de nucleétido G>C y ahora se observa el mismo

cambio de aa causado por el cambio G>T
PS2 Variante de novo y se confirmé maternidad/paternidad

PS3 Estudios in vivo o in silico que soporten un efecto dafiino en el gen

PS4 La prevalencia de la variante en individuos afectados es significante comparada con la prevalencia

en controles.

Moderada PM1 Lavariante se localiza en un "hot spot" o en un dominio funcional importante (ejemplo: en un sitio

activo de una enzima)

PM2  Ausente en controles en las bases de datos de: Exome Sequencing proyect, 1000 genomas y EXAC

PM3  En desordenes recesivos: detectada en trans con una variante patogénica

PM4  Cambia la longitud de la proteina debido a indels

PM5 Cambio en la secuencia de aa en una posicion donde ya se habia reportado otro cambio de

aminodcido previamente. Ejemplo: R156H ya se reportd y ahora se observa R156C
PM6  Variante de novo sin confirmar maternidad/paternidad

Sugiere PP1 Existe cosegregacion de la variante con la enfermedad

PP2 Variante missense en un gen que tiene baja tasa de variacién missense y donde las variantes

missense son un mecanismo comun de enfermedad.

PP3 Multiples algoritmos computacionales presentan evidencia de un efecto deletéreo en el gen o

producto del gen (conservacion, evolucién, impacto en procesamiento alternativo etc.)

PP4 El fenotipo del paciente o la historia familiar es altamente especifico para una enfermedad con una

etiologia genética.

PP5 Evidencia refutable reciente de que la variante es patogénica pero la evidencia no se ha

comprobado en estudios de laboratorios.

La tabla fue traducida al espafiol excepto las siglas que significan: PVS1, “pathogenic very strong” (patogénica muy fuerte);
PS1-4, “pathogenic strong” (patogénica fuerte); PM1-6, “pathogenic moderate” (moderadamente patogénica) y PP1-5,
“pathogenic supporting” (se sugiere como patogénica).
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Tabla 5. Criterios para clasificar variantes benignas

Criterios para clasificar variantes benignas

Clasificacion Sigla Definicion del criterio
Stand alone BA1l Frecuencia alélica en Exome Sequencing Project, 1000 genomas y ExAC sea >5%
Fuerte BS1 Frecuencia alélica mas grande que lo esperado en la enfermedad
BS2 Observada en pacientes sanos en enfermedades con alta penetrancia
BS3 Estudios in vivo o en silico que muestren evidencien de que no existe efecto dafiino en la funcién
de la proteina
BS4 Falta de cosegregacion
Sugiere BP1 Variante missense en un gen donde las variantes son conocidas de causar enfermedad
BP2 Observada en trans con una variante patogénica
BP3 Indels en una region repetitiva que no se conoce su funcién
BP4 Multiples algoritmos computacionales sugieran que no existe impacto en el gen o producto del
gen (conservacion evolutiva, procesamiento alternativo, etc.)
BP5  Variante encontrada en un caso con otra forma alternativa molecular de causar la enfermedad
BP6 Evidencia reciente de que la variante es benigna pero la evidencia no se ha comprobado en
estudios de laboratorio
BP7 Variante silenciosa o sinédnima

La tabla fue traducida al espafiol excepto las siglas que significan: BA1, “stand alone of benign” (benigna por si sola); BS1-
4, “strong benign” (fuertemente benigna) y BP1-7, “supporting benign” (se sugiere como benigna).
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Tabla 6. Reglas para clasificar las variantes en una categoria

Reglas combinando los criterios para clasificar las variantes

PATOGENICA

1.1 puntoenPVSly
a) 21 puntoen PS1-4 0
b) = 2 puntos en PM1-PM6 o
c) 1 punto en PM1-PM6 y 1 punto en PP1-PP5 o
d) = 2 puntos en PP1-PP5
2. 22 puntos en PS1-PS4

3. 1 punto en PS1-PS4
a) 2 3 puntos en PM1-PM6 o
b) 2 puntos en PM1-PM6 y > 2 puntos en PP1-PP5
c) 1 punto en PM1-PM6 y 2 4 puntos en PP1-PP5

PROBABLEMENTE
PATOGENICA

1.1 punto en PVS1y 1 punto en PM1-PM6 o

2.1 punto en PS1-PS4 y 1-2 puntos en PM1-PM6 o
3.1 punto en PS1-PS4 y > 2 puntos en PP1-PP5 o

4. 23 puntos en PM1-PM6 o

5. 2 puntos en PM1-PM6 y 2 2 puntos en PP1-PP5 o
6. 1 punto en PM1-PM6 y 2 4 puntos en PP1-PP5

VUS (variante de significado incierto

Las variantes seran clasificadas en esta categoria si no cumplen los
criterios de benigna/patogénica o son contradictorias

PROBABLEMENTE BENIGNA

1.1 punto en BS1-BS4 y un punto en BP1-BP7 o
2.2 2 puntos en BP1-BP7

BENIGNA

1.1 puntoenBAlo
2.2 2 puntos en BS1-BS4
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MODELO /N S/LICO

MODELADO POR HOMOLOGIA

BUSQUEDA DE ESTRUCTURA PROTEINICA CON MAYOR SIMILITUD

Para estudiar el efecto de las mutaciones sobre la miosina de humano, se requiere contar con la
estructura de esta proteina. Se busco la existencia de la estructura de miosina en la base de datos
Protein Data Bank (PDB, rcsb.org). La PDB es una base de datos publica en donde se encuentran
todas las estructuras proteinicas que se han resuelto estructuralmente. Por medio de la herramienta
“Basic  Local Aligment Tool Protein” (BLASTP, por sus siglas en inglés,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se buscé en la base PDB la estructura experimental de una
proteina con mayor similitud a la miosina humana. BLASTP ademas de calcular el porcentaje de
similitud (ident), calcula el porcentaje de cobertura (query cover), el cual es un valor que representa
el nimero de aminodcidos de la secuencia problema que estdn presentes en la secuencia molde.
Ambos valores fueron los criterios de seleccion para escoger el molde.

Para la busqueda en BLAST se utilizo la secuencia de miosina humana con un ID de NP_000248.2, la
cual se obtuvo de la base de datos de NCBI.

Debido a que la cadena pesada de la miosina presenta multiples interacciones, el andlisis de las
variantes se realizd en cuatro modelos diferentes y se selecciond una estructura molde para cada
condicién con base en las interacciones y proteinas presentes en el modelo a evaluar (Tabla 7). En
el modelo 1 se evaluaron los cambios de interacciones en el hexdamero de miosina, en el modelo 2
se evaluaron los cambios de interacciones entre la cabeza de miosina y la actina, en los modelos 3
y 4 se evaluaron los cambios entre el sitio activo del ATP y ADP respectivamente con la cabeza de
miosina.

33



Tabla 7. Caracteristicas de los moldes utilizados en cada modelo.

ID PDB
Modelo para evaluar cambios en: (molde) y
resolucion

Interacciones entre . %
, Especie .
proteinas presente cov/ident

1. Interacciones entre el , .
Hexamero de miosina:

hexamero de miosina 1184; 20 A. 2CP, 2 CLEy 2 CIR Pollo 65/48

humana

2. Interacciones entre la
cabeza de miosina con 5H53; 5.2 A. CPy actina Conejo 43/80
actina

3. Interacciones entre la CP con un analogo
cabeza de miosina y el sitio  1KQM; 3 A del ATP llamado ANP Molusco --
activo del ATP en su sitio activo.

4. Interacciones entre la
cabeza de miosinay el sitio  5N6A; 3.1 A CPcon ADPensu Humano 42/96
activo del ADP sitio activo.

CP: cadena pesada; CLE: cadena ligera esencial; CLR: cadena ligera regulatoria

ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

Al alinear dos secuencias lo que se busca es tener el mayor nimero de aminodcidos idénticos entre
ellas. Cuando las secuencias que se alinean no son totalmente idénticas, se introducen “espacios” o
inserciones/deleciones (indels) para que los aminoacidos puedan coincidir paralelamente en la
misma posicién, esto sucede generalmente en secuencias con un porcentaje de identidad <40%
(Fiser, 2003).

Los indels generados en un alineamiento pueden afectar la estructura proteinica al momento de
generar el modelo debido a que interrumpen la trayectoria de la cadena principal y de las
estructuras de tipo hélice o y hebra § (Moreira, 2008). Si es necesario se deben ajustar los indels de
forma manual, evitando que se localicen en estructuras antes mencionadas para no repercutir en la
estructura nativa de la proteina problema (Fiser, 2003).

En cada modelo de miosina humana, se alinearon las secuencias y se reviso la existencia de indels,
en donde hubo, se localizaron y se realizd un rearreglo estructural evitando que estuvieran en a-
hélices a y asas (conocidos también como loops).

CONSTRUCCION DEL MODELO

Para la construccion del modelo de miosina humana se trabajé con el programa de modelado
molecular llamado “Molecular Operating Enviroment” v.7 (MOE, por sus siglas en inglés). MOE es
un programa computacional que permite realizar aplicaciones bioldgicas como visualizar y analizar
una proteina y su interfase, “docking” de interacciones proteina-proteina, analizar propiedades de
proteinas, ingenieria de proteinas, exploracién de rotdmeros y mutaciones, analizar y editar
secuencias y realizar modelados moleculares (Chemical-Computing-Group, 2017).
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Los modelos de PBD contienen coordenadas cartesianas, obtenidas experimentalmente, de cada
atomo de los aminodcidos presentes en la secuencia de la proteina, el programa MOE ubica la
posicién de cada uno y obtiene una imagen tridimensional de la secuencia (Moreira, 2008). Cuando
la proteina que se analiza estd compuesta por mas de una proteina (dimeros, trimeros, hexdmeros,
etc.) se presenta la secuencia de cada proteina por separado (llamadas cadenas) y en la
representacion tridimensional se ensamblan todas las cadenas para formar la estructura completa.

La creacién de un MPH esta dividida en 2 secciones con parametros modificables para crear el
modelo de acuerdo con las necesidades o caracteristicas con la cual se desea el modelo final. En
general, lo que se busca es la construccidon de un nuevo modelo a partir del alineamiento entre la
secuencia de la proteina problema y la estructura de la proteina molde.

La primera seccién es llamada “modelos y moldes” y “loop dictionary”. Aqui se seleccionan las
cadenas que se van a cambiar a partir de la cadena molde. También, permite seleccionar cadenas
como “ambiente”, en donde en términos del MPH, se define como moléculas presentes ajenas a la
proteina como solventes, ligandos o interacciones cuaternarias, las cuales deben tomarse en cuenta
al momento de hacer el modelo para asemejarlo lo mas posible a lo real (Fiser, 2003). Al seleccionar
cadenas como ambiente, significa que su secuencia de aminoacidos no se va a cambiar por otra,
pero la posicion de cada atomo (y por consecuencia de cada aminoacido) se va a respetar y se haran
presentes durante la creacidon del modelado y la nueva estructura tridimensional se formara en
torno a ellas.

En la siguiente tabla (Tabla 8) se menciona por cada condicién las secuencias molde que se
cambiaron y las secuencias que se seleccionaron como ambiente.

Tabla 8. Secuencias molde de cada condicién y la secuencia por la que se cambid, las secuencias que se
tomaron como ambiente.

Tipo de Secuencia Secuencia por la que se Secuencia tomada
modelo molde cambio como ambiente.
CPM pollo 1
CP humana NP_000248.2
CPM pollo 2
1 CLR pollo
CLE pollo 1
CLE humana NP_000249.1
CLE pollo 2
2 CPM conejo CP humana NP_000248.2 Secuencia actina
3 CPM molusco CP humana NP_000248.2 ANP
4 Ya es de humano, no se hizo MPH

CPM: cadena pesada de miosina; CLE: cadena ligera esencial; CLR: cadena ligera regulatoria

Adicionalmente en esta seccion, se encuentra una opcidn para escoger cuantos modelos diferentes
se desean crear. Al momento de empezar a crear un modelo, lo primero que se construye es la
trayectoria de la cadena principal (N, C-a, C, O, C-B) y posteriormente las cadenas laterales. Para
poder construir y colocar las cadenas laterales, existen bibliotecas de rotdmeros que incluyen, para
cada aminoacido, una lista de las combinaciones de angulos diedros que se observan con mds
frecuencia en la naturaleza y en cada posicion se introduce el rotdmero para que todas las cadenas
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laterales puedan acomodarse en la estructura del modelo (Davey, 2015); y eso es lo que hace
diferente a cada modelo que se genera, ya que cada uno contiene diferentes posiciones de
rotameros.

Al final, MOE realiza un modelo adicional llamado “modelo refinado”, que consiste en seleccionar
el mejor modelo de todos los anteriores y realiza un proceso de “minimizacién de energia”. Este
proceso es muy importarte porque al momento de agregar rotdmeros, la cadena principal se ve
modificada, lo cual, afecta el empaquetamiento de las cadenas laterales y se alteran los dngulos de
torsidon, se generan errores estereoquimicos, impedimentos estéricos e interacciones
desfavorables. En la minimizacion de la energia se modifican los rotdmeros de tal forma que se
eviten los “choques estéricos” en las coordenadas del modelo (Davey, 2015) .

En el modelado de las 4 cuatro condiciones de miosina se utilizaron las bibliotecas de rotameros
gue contiene el paguete de MOE y por cada condicién se pidié que se realizaran 15 modelos y el
mejor de ellos se refind por minimizacién de energia (el modelo 16) y fue el que se tomdé como
modelo final.

La siguiente seccidén es llamada “refinamiento del modelo”. En esta seccién se establecen los
parametros de “RMS gradient” y el campo de fuerza con el cual se creard el MPH. El “RMS gradient”
es la abreviatura de las palabras en inglés “root-mean square” el cual, calcula la raiz de la desviacion
cuadratica media entre posiciones de 2 atomos de dos estructuras diferentes y da una correlacién
entre la similitud estructural de dos proteinas (Baker, 2001; Zemla, 2003). En otras palabras, este
valor mide el numero total de &tomos cuya distancia entre la estructura del molde y la que se esta
modelando se encuentran bajo un cierto limite de distancia establecido. Para que un MPH se
considere preciso, deben de tener un valor de RMS <1 A (Baker, 2001). En el caso del MPH de cada
condicidn, se calcula este valor entre cada &tomo del molde y su correspondiente en el modelo que
se esta creando y se ajustd a un valor de RMS de 0.02.

El campo de fuerza se utiliza para realizar calculos de energia que pretenden capturar las
interacciones interatdmicas que son responsables de la estabilidad de una proteina. La energia que
proporciona es la potencial y se calcula a través de la sumatoria de la energia provocada por las
interacciones no covalentes (suma total de energia electrostatica y de van der Waals VDW) y
covalentes (suma total de energia de enlace, energia de angulo y energia diédrica) (Leach, 2001).

Existen diferentes campos de fuerza en MOE y el utilizado para realizar cada MPH fue CHARMM?27,
el cual, se encuentra parametrizado para proteinas que se encuentran en interaccion con DNA, RNA
o lipidos.

MODELADO DE MUTANTES

El programa MOE permite la creacién de mutaciones de cambio de aminoacidos en la secuencia de
una proteina. Esta opcién permite crear un modelo tridimensional para evaluar y predecir los
cambios que dicha mutacidn esté generando.

Una vez que se obtuvo el modelo final para cada condicidn (se consideré como modelo silvestre
WT), se creé un MPH de cada variante, tomando ahora como modelo molde el modelo silvestre.
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Para la condicion 1, el hexamero de miosina, se realizaron 6 de las 9 mutantes (N479S, R719W,
G741R, A797T, S842N y D928N) debido a que la secuencia molde sélo estd resuelta hasta el
aminodcido 942. Para las condiciones 2, 3 y 4 se realizaron modelos de las 3 mutantes que estan en
la cabeza (N479S, R719W, G741R).

ANALISIS DE MODELOS

CAMBIOS EN LAS INTERACCIONES

Para medir los cambios de interacciones en la proteina, se utilizé6 un programa en linea llamado
PDBsum (www.ebi.ac.uk/pdbsum), el cual, es una base de datos publica que analiza
molecularmente estructuras presentes en la base de datos de PBD o modelos con formato “.pdb”.
PDBsum calcula el drea de contacto en A2 que existen entre estructuras proteinicas, el nimero de
interacciones electrostaticas, de van der Waals (VDW) y puentes de hidrégeno presentes en esa
superficie de contacto.

Para saber el efecto que genera cada variante, se midieron dichos pardmetros en el modelo silvestre
y en cada mutante. En la figura 13 se muestra como ejemplo la comparacién entre el modelo
silvestre (hexamero de miosina) y el modelo con la variante N471S. En él, se representa, en forma
de circulos, las dos cabezas globulares, el area de interaccién entre ellas y el numero de
interacciones presentes. Posteriormente, se muestra cada aminodcido que hace contacto entre las
cabezas y ademas el tipo de enlace. Se realizé lo mismo para cada variante. Por medio del programa
de Microsoft Office Excel se calculd el cambio (delta A) entre el modelo silvestre y cada variante.

CAMBIOS EN ENERGIA

Para complementar el anadlisis de los cambios generados por las variantes, también se calcul6 el
valor total de la energia en cada tipo de interaccion entre dos cadenas. Este valor se puede calcular
através de MOE en una funcidn llamada “potential energy”. De esta forma, en una opcidn que llama
“SLV command” se calcula la energia presente en las interacciones de VDW vy electrostaticas entre
las interacciones de dos cadenas.

Nuevamente se calcularon dichos valores en el modelo WT y en cada variante y se calculé el
porcentaje de cambio en Excel.
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Figura 13. Comparacion de area y numero de interacciones entre modelo silvestre y la variante N479S. De
color rojo se representan los puentes electrostaticos, en amarillo los puentes de disulfuro, en azul los puentes
de hidrégeno y en naranja las interacciones de Van der Waals.
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RESULTADOS

ANALISIS GENETICO

En latabla 9 se presentan los datos clinicos de los 9 casos indice (Cl) y familiares diagnosticados con
CMH. Todos los individuos tienen un grosor del septum mayor de lo normal (>12 mm), las familias
5y 8 presentan hipertrofia severa con un grosor de 29 mm a excepcién del Cl de la familia 3 que

presenta un grosor de 9.9 mm menor a lo normal. Adicionalmente los Cl de las familias 1, 6 y 9

presentan arritmias.

Tabla 9. Tabla de datos clinicos de cada individuo diagnosticado con CMH

Ecocardiograma ECG
. Grosor
Fam|||a Cl/.(.) Fdad dx/ septum  %FEVI Arritmia
variante familiar actual
(mm)
1.N479S Cl 66/71 27 62 Si
2.R719W Cl 29/33 24 79 No
3.G741R Cl 06/47 9.9 31 No
-1 50/65 24 73 No
-6 45/49 14 66 No
4.A797T Cl 55/59 22 48 No
5.5842N Cl 04/64 29 55 No
6.D0928N Cl 52/67 19 76 Si
7.R1050P Cl 64/72 23 64 Si
8.T1351M Cl 15/23 29 70 No
9.A1379T7 Cl 02/43 21 50 No
-1 14/12 13 63 No

ECG: electrocardiograma; Cl: caso indice; FEVI: fraccion de eyeccidon; DAI: desfibrilador automatico

TIPO DE HERENCIA

implantable; Cl: caso indice;dx: diagndstico.

En la tabla 10 se encuentra el tipo de herencia de cada familia de acuerdo a la presencia o ausencia

de la variante en los familiares analizados. La familia 1 es un caso Unico por lo que no se puede

determinar el tipo de herencia, las familias 2, 3, 4, 5, 6 y 7 son casos familiares con un tipo de
herencia autosdmico dominante.
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Tabla 10. Tipo de Herencia

Familia Mutacidn caso Tipo de herencia Cosegregacion
unico/familiar
1 Caso Unico - -
2 Familiar AD -
3 Familiar AD Si
4 Familiar AD -
5 Familiar AD -
6 Familiar AD -
7 Familiar AD Si
8 Familiar AD --
9 Familiar AD Si

AD: autosémica dominante

ANALISIS DE COSEGREGACION

Los resultados del andlisis moleculary estudios de ecocardiografia se muestran a continuacion. Cada
uno de los 9 casos indice (Cl) han sido diagnosticados con CMH y son portadores en estado
heterocigoto de una variante diferente en el gen MYH?7, lo cual genera un cambio de aminoacido en
la cadena pesada de B-miosina. Los datos de localizacidon de nucledtido y aminodcido de cada
variante, encontrada por familia, se localizan en la esquina superior izquierda de la genealogia
familiar. Cada familiar analizado por secuenciacién SANGER presenta la siguiente simbologia: “+/-
“portadores heterocigotos y “-/-“ individuos negativos a portar la variante. Se analiz6
molecularmente a cada esposo/a de cada CI como control negativo debido a que, al no ser
familiares, no tienen probabilidad de portar la variante.
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Familia 1

Familia 1. Arbol genealdgico

Como antecedentes familiares relacionados con la CMH, existe un caso de muerte subita en un
familiar a los 2 anos. No existen datos suficientes para concluir si existe o no cosegregacion. Se
necesitaria encontrar un portador y enfermo de CHM en los hijos y hace falta el estudio de
ecocardiograma de cada familiar analizado para conocer el estado clinico.

Familia 2

Familia 2. Arbol genealdgico

La familia 2 presenta tres casos de muerte subita en mujeres jévenes, eso explica porque al caso
indice se le colocd un DAI sin presentar arritmias. La variante se heredé en la hija del Cl, sin embargo,
hace falta estudio ecocardiografico para completar el analisis de cosegregacion. Es importante
recordar la expresividad variable que tiene la enfermedad explica porque hasta el momento la hija
del Cl es asintomatica, pudiendo presentar la enfermedad y alguna sintomatologia en edad mas
avanzada. Se recomienda mantenerse bajo observacién médica. También, puede ser un caso de
penetrancia incompleta.
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Familia 3

Familia 3. Arbol genealdgico

En la familia 3 existe cosegregacion, la variante se encuentra presente en individuos diagnosticados
con CMH y ausente en los adultos sanos. Los hijos del Cl resultaron ser clinicamente normales, sin
embargo, por ser portadores de la variante y debido a la expresividad variable de la enfermedad
podria desarrollar posteriormente la enfermedad. El caso indice ahora presenta dilatacién con un
grosor de septum de 9.9 mm.

Familia 4

Familia 4. Arbol genealdgico

Como antecedente familiar, la madre (fallecida) del CI fue diagnosticado CHM. La variante fue
heredada en el hijo del Cl, sin embargo, falta el estudio ecocardiografico para confirmar la

cosegregacion.
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Familia 5

Familia 5. Arbol genealdgico

Como antecedentes familiares de CMH, el abuelo del Cl fallecié por muerte subita y el hermano del
Cl presenta CMH. La variante se heredd en una de las 4 hijas analizadas. Para confirmar
cosegregacion falta el estudio ecocardiografico de ellas, esperando encontrar diagnéstico de CMH
en la hija portadora de la variante y un diagnéstico normal en las no portadoras.

Familia 6

Familia 6. Arbol genealdgico

No existen antecedentes familiares relacionados con CMH. El esposo del Cl fue diagnosticado con
CMH y es negativo a portar la variante del Cl, lo cual era un resultado esperado debido a que al no
ser familiar del Cl posiblemente ha de tener una variante diferente. El hijo mayor del Cl es negativo
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a la variante. Para completar el andlisis de cosegregacion hace falta el estudio ecocardiografico del
hijo negativo a la variante y el estudio molecular del hijo menor que ya fue diagnosticado con CMH.

Familia 7

Familia 7. Arbol genealégico

Existe un antecedente de muerte subita en un hermano del Cl a los 19 afios, lo cual explica porque
al Cl se le colocé un DAI sin presentar arritmias. La variante se heredd en 3 de los 4 hijos analizados,
uno de ellos fue diagnosticado con CMH, lo cual puede sugerir cosegregacion.

Familia 8

Familia 8. Arbol genealdgico

No existen antecedentes familiares de CMH o muerte subita en la familia. La variante se encontré
en la madre del Cl. Falta el estudio ecocardiografico para confirmar cosegregacion.
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Familia 9

Familia 9. Arbol genealdgico

Como antecedentes familiares, el padre del Cl fue diagnosticado con CMH. El hijo mayor,
diagnosticado con CMH es portador de la variante y el hijo menor, aparentemente sano, es negativo.
Estos datos pueden sugerir que existe cosegregacion.
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PATOGENICIDAD/BENIGNIDAD DE VARIANTES

Se analizaron las frecuencias de cada una de las variantes en las bases de datos de ExAC y 1000
genomas, ademas se verificd la informacién clinica existente para cada variante en el predictor
Clinvar y por 3 predictores funcionales: SIFT, Polyphen y Mutation taster. Los resultados se
muestran en la tabla 11. De las 9 variantes solo A797T presenté una frecuencia en individuos sanos
del 1%, lo cual sugiere que se trata de un SNP (polimorfismo de un solo nucleétido). El predictor
clinico ClinVar, catalogd a las variantes R719W, A797T Y A1379T como patogénicas; las variantes
G741R y D928N como probablemente patogénicas y; las variantes N479S, S842N y T1351M como
variantes de significado incierto (VUS, por sus siglas en inglés). En los 3 predictores funcionales,
existen resultados contradictorios entre ellos, como la variante N479S que Polyphen la reporté
como benignay para SIFT y Mutation Taster es dafiina y causante de enfermedad, respectivamente.
Lo mismo sucede con la variante T1351M, donde SIFT la reporta como dafiina, pero polyphen y
Mutation Taster la reportan como benignay polimorfismo, respectivamente. Las variantes R719W,
G741R, S842N, D928N, R1050P y A1379T tienen reporte dafo o causante de enfermedad en los 3
predictores y la variante A979T tiene reporte de ser tolerable, benigna y polimorfismo.
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Tabla 11. Reportes de frecuencia poblacional, reporte clinico y funcionales de cada variante.

Variante Datos frecuencia Predictor clinico Predictores funcionales
.. Cambio 1000 . . .
Familia ExAC Clinvar SIFT Poliphen Mutation Taster
nt/aa genomas
Conflictos para
A>G . .. . Causante de
1 - - definir Dafiina Benigna
N479S enfermedad

patogenicidad

C>T Probablemente Causante de

2 - - Patogéni Dafii
R719W atogenica anina dafina enfermedad

Probablemente
G>A . . Probablemente Causante de
3 - - patogénica para Dafiina -
G741R o daiina enfermedad
CMH familiar

. Patogénica/
G>A Latinos: 1 Mex C:99% . . ’
4 Probablemente Tolerable Benigna Polimorfismo
A797T  (8.64e-5) T:1%

patogénica
G>A .. Posiblemente Causante de
5 - - VUsS Dafiina ..
S842N dafina enfermedad
6 G>A Probablemente Dafina Posiblemente  Causante de
D928N patogénica dafiina enfermedad
C>G . Probablemente Causante de
7 - - - Daiina ..
R1050P dafiina enfermedad
C>T . . . .
8 - - VUS Dafiina Benigna Polimorfismo
T1351M
Patogénica
C>T & / . Probablemente Causante de
9 - - Probablemente Dafiina .
A1379T dafina enfermedad

patogénica

Debido a que no existen datos contundentes para poder concluir si las variantes son patogénicas o
benignas, se realizé la categorizacion de cada una por medio de la guia “Standards and Guidelines
for the Interpretation of Sequence Variants: A Joint Consensus Recommendation of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology” como se
menciond en metodologia.

En la tabla 12 se muestra el resultado final de patogenicidad y benignidad. Los datos con el puntaje
completo de patogenicidad y benignidad se presentan en el apartado de material suplementario
(Tablasup. 1y 2). De acuerdo a la tabla de puntaje se determind para cada variante si es patogénica
(P), probablemente patogénica (PP), probablemente benigna (PB) o benigna (B). Al final, se
compararon ambos resultados de patogenicidad y benignidad. Las variantes patogénicas son N479S,
R719W, G741R, D928N, R1050P y A1379T; la variante S842N es probablemente patogénica; A797T
es variante de significado incierto y T1351M resulté ser probablemente benigna.
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Tabla 12. Resultado de patogenicidad/benignidad de cada variante

N479S R719W G741R A797T S842N D928N R1050P T1351M A1379T

Conclusion P P P P P PP P P -- P
ConclusiénB - -- -- PB -- -- - PB -
FINAL P P P VUS PP P P PB P

P: patogénica; PP: probablemente patogénica; PB: probablemente benigna; VUS: variante de significado incierto

MODELO /N S/LICO

Se muestra una figura de los diferentes niveles de organizacién de la cadena pesada de miosina. Se
observan los 40 exones que codifican para la proteina, los dominios de interacciéon con otras
proteinas, la localizacion de las 9 variantes en estudio y un esquema que muestra la estructura
cuaternaria (Figura 14).

Figura 14. Organizacion de las cadenas pesadas de miosina desde los exones hasta la estructura terciaria. Se
muestran los dominios de interaccidn con otras proteinas y la localizacién de las variantes en estudio.

MODELOS SILVESTRES Y VARIANTES

Se realizaron un total de 19 modelos (Tabla 13) de los cuales, 4 son modelos silvestres y presentan
diferentes interacciones: el modelo M1 contiene el hexamero de miosina (Figura 15A), el modelo
M2 contiene la cabeza globular de miosina en interaccidn con actina (Figura 15B), el modelo M3
tiene la cabeza globular de miosina con la presencia de la molécula de ATP (Figura 15C) y el modelo
M3 tiene la cabeza globular con la molécula de ADP (Figura 15D). 6 modelos son de las variantes
N479S, A797T, R719W, S842N, G741R y D928N creados a partir de la estructura M1. Los 9 modelos
restantes son de las variantes que se localizan en la cabeza (N479S, R719W, G741R) y fueron
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realizados a partir de las estructuras M2, M3 y M4. Las variantes R1050P, T1351M y A1379T no
tienen modelo debido a la falta de estructura molde.

Tabla 13. Modelos realizados. Cada renglén corresponde a un modelo silvestre (M1 a M4) con tres o mas
modelos mutantes (Ultima columna) para un total de 19 modelos estructurales

Modelo Proteinas presentes

Variantes modeladas

M1

M2

M3
M4

Hexamero de miosina: 2 cadenas pesadas, 2 cadenas ligeras
esenciales, 2 cadenas ligeras regulatorias

Una cadena pesada de miosina, actina, una cadena ligera
esencial y una cadena ligera regulatoria

Cabeza globular de cadena pesada y molécula de ATP
Cabeza globular de cadena pesada y molécula de ADP

N479S, A797T, R719W,
S842N, G741R, D928N
N479S, R719W, G741R

N479S, R719W, G741R
N479S, R719W, G741R

Figura 15. Localizacidon de los residuos que presentan una mutacion en cada modelo silvestre. A) M1:
hexamero de miosina: dos cadenas pesadas en color amarillo, 2 cadenas ligeras esenciales en color azul y las
dos cadenas ligeras regulatorias en color verde. En rojo y turquesa se muestran las variantes. B) M2: actina
con miosina: en amarillo la cadena pesada de miosina, en azul la cadena ligera esencial y en verde la cadena
ligera regulatoria. C) y D) M3 y M4 respectivamente, en color amarillo se encuentra la cabeza globular de la
cadena pesada, en azul la molécula de ATP y ADP respectivamente y en rojo la localizaciéon de los residuos.
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ANALISIS DE MODELOS

Enlatabla 14 se presentan, los cambios (A) en energia, dreas de contacto y nimero de interacciones.
Los resultados completos de los valores obtenidos se encuentran en la seccion de material
suplementario.

Tabla 14. Resultados generados para las variantes en cada condicion

Modelo de . A , Adrea de A#
; Variante Energia contacto ) ) Resultado del modelo
estudio o interacciones
kcal/mol A?
1.N479S -183 12 6
2 R719W 204 12 17 Aumenta la interaccion entre las dos cabezas
globulares de cada cadena pesada
3.G741R -143 -3 19
Hexdmero Aumentan las interacciones entre la cadena pesada y la
demiosina  4.A797T  -123 6 14 ) . pesaday
(M1) cadena ligera esencial
5.5842N 20 -8 -11 Disminuye la interaccion entre cadenas pesadas en cola
6.0928N 174 8 50 Aumenta la interaccidn entre las cadenas pesadas en la
cola
Cabeza 1.N479S -66.7 7.6 7.6
globular de 2 R719W 718 82 89 Aumenta la interaccion dg la cabeza globular con la
la CP con actina
actina (M2) 3.G741R -68.7 13.6 16
Cabeza 1.N479S -538.3 - 1
globular de 2.R719W -557.3 --
la CP con Aumenta la interaccién de la cabeza globular con el ATP
molécula 3.G741R -543.1 - -8
ATP (M3)
Cabeza 1.N479S -20 - -8
globularde 5 g719w 58 - -8
la CP con Sin cambios detectados
molecula  3G741R  -17.8 - -10
ADP (M4)

CP: cadena pesada

Cambios en interacciones entre el hexamero de miosina

Las variantes N479S, R719W y A797T que se encuentran en la cabeza aumentan la interaccién entre
las dos cadenas pesadas (ver figura 16 A, B y C, respectivamente). La variante A797T, aumenta la
interaccion con la cadena ligera regulatoria esencial (ver figura 16 D); las variantes S842N y D928N
se localizan en la cola de la cadena pesada, generando una disminucidon y aumento,

respectivamente, entre el suUper enrollamiento de las colas de miosina (ver figura 16 E y F,
respectivamente). Las variantes R1050P, T1351M y A1379M no se modelaron debido a que la
miosina molde sélo estd resuelta hasta el residuo 932.
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Figura 16. Modelos para evaluar las diferencias de interacciones entre el hexdmero de la miosina silvestre y
las variantes. En color amarillo se encuentra la cadena pesada de la miosina. En color azul se encuentra la
cabeza ligera esencial. En rojo el residuo que se quiere mostrar.

Cambios en las interacciones entre la cadena pesada de miosina y el filamento de actina

Se modelaron las 3 variantes que se localizan en la cabeza, estas son N479S, R719W y A797T. Las
tres variantes generaron un aumento de interaccion con actina (ver figura 17 A, B y C,
respectivamente).
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Figura 17. Modelos para evaluar las diferencias de las interacciones entre la cabeza globular de la miosina y el
filamento de actina entre el modelo silvestre y cada una de las 3 variantes que se localizan en la cabeza. En
color amarillo se encuentra la cadena pesada de miosina, en rojo es el residuo que se quiere mostrar.

Cambios en interacciones entre la cadena pesada de miosina y la molécula de ATP

Las 3 variantes localizadas en la cabeza N479S, R719W y A797T generaron un aumento en la
interaccion con ATP (ver figura 18A, By C, respectivamente).
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Figura 18. Modelos para evaluar las diferencias de interacciones entre la cabeza globular la miosina y la
molécula de ATP entre el modelo silvestre y cada una de las 3 variantes que se localizan en la cabeza. En color
amarillo se encuentra la cadena pesada de miosina. En rojo es el residuo que se quiere mostrar.

Cambios en interacciones entre la cadena pesada de miosina y la molécula de ADP

Las 3 variantes localizadas en la cabeza N479S, R719W y A797T no presentaron cambios en cuanto
al aumento de interaccion con la molécula de ADP (ver figura 19 A, By C, respectivamente).
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Figura 19. Modelos para evaluar las diferencias de interacciones entre la cabeza globular de la miosina y la
molécula de ADP entre el modelo silvestre y cada una de las 3 variantes que se localizan en la cabeza. En color
amarillo se encuentra la cadena pesada de miosina. En rojo es el residuo que se quiere mostrar.
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DISCUSION

Las variantes N479S, R719W y G741R presentaron, en el modelado por homologia, un aumento de
interaccion: tanto entre las dos cabezas de miosina, como entre la cabeza y la actina ademds de un
aumento de afinidad con la molécula de ATP. Estos datos sugieren que para realizarse el ciclo de
contraccidon-relajacion, se necesitaria un mayor gasto energético, resultado que coincide con lo
reportado en un estudio experimental previo de la variante R719W, realizado por Seebohm y cols.
en donde encontraron un aumento en la actividad de ATPasa en cada cabeza de miosina, en una
fibra muscular de un paciente con CMH. En la parte clinica, las tres variantes han sido encontradas
en cohortes de diferentes poblaciones en pacientes enfermos con CMH. Un dato interesante es que
en la familia con la variante R197W existieron 3 casos de muerte subita en hermanas del caso indice
alos 15, 17 y 19 anos. Estos datos van en el mismo sentido con un estudio reportado en 1994 por
Anan y colaboradores en donde confirman una reduccidn significativa (P < 0.001) en la expectativa
de vida, con una vida media de 38 anos en los portadores de esta variante.

En la familia con la variante A797T, no se puede concluir con la informacién que se tiene hasta el
momento si la variante cosegrega con la enfermedad, pero desde 1995 ha sido encontrada en
diferentes poblaciones en pacientes con CMH. La variante presenta una frecuencia del 1% en latinos
(ExAC) y en mexicanos (1000 genomas) por lo que se sugiere que puede tener un efecto modificador
en el desarrollo de la enfermedad por su alta frecuencia. La variante presenté un aumento de
interacciéon entre la cadena pesada y la cadena ligera esencial, lo que sugiere que podria afectar la
fuerza de la contraccidn, ya que este dominio se encarga de intensificar los movimientos generados
por la cabeza. En cuando al aumento de interaccién con a CLE, podria generar como consecuencia
un aumento de interaccidn con actina, (ya que esa es la funcion de la CLE, estabilizar unién actina-
miosina) y afectar el ciclo contraccién-relajacion.

En el modelo in silico de la variante S842N encontramos una disminucion en la interaccidn entre las
colas de miosina, esto debido a su localizacion, ya que se encuentra en una posicion a de los
dominios heptad, y al cambiar la serina por asparagina, se puede ver afectada la formacion de la a-
hélice super enrollada debido que es un aminoacido hidrofilico. Esta variante, a pesar de tener rs no
ha sido estudiada ni desde el punto de vista funcional ni del clinico.

En el estudio de la variante D928N encontramos un aumento de interaccién entre las dos colas de
miosina, el cambio generado es un aminoacido con carga negativa por uno sin carga y como la
variante se localiza en una posicion ¢ de los dominios heptad, se sugiere que se podrian generar
nuevas interacciones compensatorias y explicar el aumento de interaccién obtenido en el modelo.

Para las variantes R1050P, T1351M y A1379T no fue posible realizar un modelo debido a una falta
de estructura base, pero su localizaciéon en la cola se sugiere que también podrian afectar la
interaccidon entre los dominios heptad que unen las dos cadenas. La variante R1050P se localiza en
la posicion f y se genera un cambio de un aminoacido hidrofilico, positivo y grande (arginina) por
uno clasificado como especial o alifatico (prolina). La prolina es un aminoacido que normalmente
no se encuentra en estructuras de colas super enrolladas debido a que forma “curvas cerradas” en
la estructura de a-hélice y es incompatible con la formacién de la estructura de cola super enrollada.
Este cambio de R1050P puede generar, ademas de la ruptura de la estructura local de a-hélice super
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enrollada en la cola, romper estabilidad provocando cambios compensatorios dentro del
cardiomiocito, generando un agregado de miosinas fuera del sarcomero, y como consecuencia
debilidad muscular.

Las variantes T1351M y 1379T se encuentran en una posicion e y en ambas se genera un cambio de
un aminodcido polar sin carga a un aminoacido hidrofébico. Estos cambios pueden afectar la
formacidn de a-hélice super enrollada y generar cambios estructurales y de estabilidad en la cola
debido a que en la posicién “e” deben estar aminodcidos apolares. La variante A1379T presenté
cosegregacion en 2 individuos de la familia analizada. Esto corrobora con dos reportes previos en
donde se reportd cosegregacion en cohortes de pacientes franceses y estadounidenses.

Las 9 variantes afectan el ciclo de contraccion-relajacion o la estabilidad de la miosina en el
sarcémero. Estos cambios sugieren que se genera un aumento en el estrés y distensidn en la fibra,
lo cual, activa factores tréficos y la maquinaria transcripcional para aumentar la transcripcion de
genes y sintesis de proteinas para aumentar el nimero de sarcémeros causando hipertrofia, es
decir, la hipertrofia se genera como mecanismo compensatorio en respuesta al miocito al estrés
mecanico y el aumento de la nada contractil podria compensar el déficit de generacién de fuerza
generados las mutaciones.
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CONCLUSION

La variante N479S es un caso Unico y no se heredo a los descendientes; las variantes R719W, G741R,
D928N, A797T, S842N, R1050P, T135M y A1379T son de tipo familiar, y presentaron un patrén de
herencia autosdmico dominante.

Al evaluar la patogenicidad/benignidad se concluye que las variantes N479S, R719W, G741R,
D928N, R1050P y A1379T son patogénicas; la variante S842N tiene una probabilidad alta de ser
patogénica; A797T es variante de significado incierto y T1351M resulté ser probablemente benigna.

En los modelos realizados, las variantes N479S, R719W y G741R presentan un aumento en la
interaccién de las dos cabezas de miosina, un aumento en la interaccion con el filamento de actina
y un aumento en la interaccidon con la molécula de ATP, lo cual afecta el ciclo de contraccién-
relajacion y el gasto energético.

La variante A797 presentd un aumento de interaccidn entre la cadena pesada de miosinay la cadena
ligera esencial. Este cambio podria incrementar el nimero de miosinas y actinas en interaccidn,
sugiriendo nuevamente la afectacidn del ciclo de contraccién-relajacion, generando un mayor gasto
energético. Sin embargo, la variante presenta una alta frecuencia en poblacidon sana y los
predictores la clasifican como benigna o polimorfismo, asi que la variante puede que no esté
generando el fenotipo por si sola, o que sea una variante modificadora.

La variante S842N presentd una disminucién en la interaccién entre las colas de miosinay la variante
D928N aumento la interaccidn entre las colas de miosina. Los cambios en la cola pueden afectar la
estabilidad del hexdmero, el ensamble en el sarcdmero y la unién a otras proteinas sarcoméricas.

Para las variantes R1050P, T1351M y A1379T no fue posible realizar un modelo debido a una falta
de estructura. Sin embargo, estas 3 variantes se localizan en regiones denominadas dominios
“heptad” y al existir mutaciones en esta zona se puede alterar la organizacién de a-hélice super
enrollada en la cola de miosina y esto podria tener un impacto en la estabilidad de la proteina.

En conjunto con los resultados de cosegregacion, patogenicidad/benignidad, efectos en el modelaje
por homologia de la proteina y los antecedentes experimentales de cada variante se sugiere que: la
variante A797T es benigna y no parece ser causal de la enfermedad, las variantes N479S, R719W,
S842N, R719W D928N y T1351M son probablemente causales de la enfermedad y las variantes
G741R, R1050P y A1379T son causales de la enfermedad.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

PATOGENICIDAD/BENIGNIDAD DE VARIANTES

Tabla Suplementaria 1. Tabla de puntaje por cada variante para patogenicidad

Categoria N479S |R719W | G741R | A797T |S842N | D928N | R1050P | T1351M | A1379T

Muy fuerte | PVS1

PS1

PS2

Fuerte
PS3

PS4

PM1

PM2

PM3

Moderada
PM4

PM5

olr|lo|lo|r|r|lo|lo|o|r]|o
olr|lo|lo|lo|r|lo|o|o|r]|o
olo|lo|lo|r|r|lo|jo|lo|o]|o
R |k |o|lo|lr|o|lo|o|o|r]|o
olo|lo|lo|r |o|lo|o|o|o]|o
olo|lo|lo|r |o|lo|o|o|o]|o

PM6

PP1

PP2

Sugerida PP3

R R |kr|lkr|lO|R|O|O|R|R|O|O|O|FR]|O
R R |kr|lkr|lO|lR|O|O|R|LR|O|O|O|F]|O

1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1

R |k O |kI|IO|Fkr | O0|kr|O|O0|O|O|+r|O

O | |O |k

1
1
PP4 1
PP5 0 1 1 0 1 1 1

PVS1: “pathogenic very strong” (patogénica muy fuerte); PS1-4: “pathogenic strong” (patogénica
fuerte); PM1-6: “pathogenic moderate” (moderadamente patogénica); PP1-5: “pathogenic
supporting” (se sugiere como patogénica).

Tabla suplementaria 2. Suma de puntos PATOGENICIDAD

Suma de puntos PATOGENICIDAD

Evidencia de
patogenicidad
Muy fuerte
Fuerte
Moderada
sugerida

Conclusiéon: | P P P P PP P P X P

P: patogénica; PP: probablemente patogénica

N479S | R719W | G741R | A797T | S842N | D928N | R1050P | T1351M | A1379T

w w0
U |w |~ |0
U Wl | O
w| Nk o
A|nvjo|o
»wlk|o
»|r|o|o
Nk oo
AlNv|R|o
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Tabla Suplementaria 3. Tabla de puntaje de cada variante para benignidad

Categoria
N479S | R719W | G741R | A797T | S842N | D928N | R1050P | T1351M | A1379T

Stand alone |BA1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BS1 0 0 0 1 0 0 0 1 0

Fuerte BS2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BS3 0 0 0 0 0 0 0 0 0

BS4 0 0 0 0

BP1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

BP2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

BP3 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Sugiere BP4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BP5 0 0 0 0 0 0 0 0 0

BP6 0 0 0 1 0 0 0 0 0

BP7 0 0 0 0 0 0 0 0 0

BA1:“stand alone of benign” (benigna por si sola); BS1-4: “strong benign” (fuertemente benigna); BP1-7:
“supporting benign” (se sugiere como benigna).

Tabla suplementaria 4. Suma de puntos PATOGENICIDAD

Suma de puntos BENIGNIDAD

Evidencia de

patogenicidad N479S | R719W | G741R | A797T | S842N | D928N | R1050P | T1351M | A1379T
Stand alone 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fuerte BS1-4 1 0 0 0 1 0
Sugiere BP1-7 1 1 1 2 1 1 1 1 1
Conclusién: X X X PB X X X PB X

PB: probablemente benigna

MODELO IN SILICO

MODELOS PARA EVALUAR INTERACCIONES EN EL HEXAMERO DE MIOSINA

Tabla suplementaria 5. Valores del analisis de cambios en las variantes N479S, R719W y G741R

Cabeza-

INTERACCIONES

ENERGIA (kcal/mol)

Cabeza AREA (A%) VDW (#) ELECT (#) P HIDROGENO (#) TOTAL VDW ELECT TOTAL

VAR WT | VAR A | WT[VAR WT | VAR A WT| VAR A WT | VAR A WT | VAR A WT VAR A WT VAR A
1.N479s | 2258|2535[12.3%|217| 223] 2.8%| 2 4]1100.0%| 18| 23] 27.8%|237| 250| 5.5%] -25.5| -47.2(-21.7| -293.6{ -455.0] -161.4 -319.0| -502.2| -183.1
2.R719W | 2258|2528 12.0%(217| 245| 12.9%| 2 4] 100%| 18| 29| 61.1%|237| 278| 17.3%| -25.5| -49.0| -23.5( -293.6| -474.0| -180.4| -319.0| -523.0( -204.0
3.G741R | 2258|2192 -2.9%| 217 166| -23.5%| 2 4] 100%| 18| 22| 22.2%|237| 192| -19.0%] -25.5| -37.3|-11.8| -293.6( -424.5| -130.9( -319.0| -461.7| -142.7

VDW: van der Waals; ELECT: electrostaticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno Explicar que es la delta, entre quienes
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Tabla suplementaria 6. Valores del andlisis de cambios en la variante A797T

VAR INTERACCIONES ENERGIA (kcal/mol)
4.A797T AREA (A?) VDW (#) ELECT (#) P HIDROGENO (#) TOTAL VDW ELECT TOTAL
WT [ VAR| A |[wT|[VAR| A [wr|[vAR| A |WT|VAR| A |[WT|VAR| A WT | VAR| A | WT | VAR A WT | VAR A
CP1-CL1 [2805|3108|10.8%|177| 187| 5.6%| 4| 4| 0.0%| 18| 18| 0.0%|199| 209| 5.0%|-50.9|-52.7| -1.8|-441.6|-539.3| -97.7|-492.5| -592.0| -99.5
CP2-CP2 |2768]|2934| 6.0%|143| 159| 11.2%| 3| 4| 33.3%| 14| 19| 35.7%|160| 182| 13.8%| -58.0| -48.2| 9.8| -347.4|-480.3|-107.6| -405.4| -528.4| -123.0
VDW: van der Waals; ELECT: electrostaticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno; CP1: cadena pesada 1; CL1: cadena
ligera 1; CP2: cadena pesada 2; CL2: cadena pesada 2
Tabla suplementaria 7. Valores del analisis de cambios en la variante S842N
VAR INTERACCIONES ENERGIA (kcal/mol)
5.5842N AREA (A?) VDW (#) ELECT (#) P HIDROGENO (#) TOTAL VDW ELECT TOTAL
Colacola | WI | VAR| A |WT|VAR| A |WT|VAR| A |WT|VAR| A |WT|VAR| 4 WT | VAR| A | WT | VAR A WT | VAR A
2822|2585| -8.4%|180| 156(-13.3%| 9| 9| 0.0% | 10| 12| 20.0%|199| 177|-11.1%| -43.2| -37.2| 6.1|-457.2| -443.8| 13.4|-500.4|-480.9| 19.5
VDW: van der Waals; ELECT: electrostaticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno
Tabla suplementaria 8. Valores del andlisis de cambios en la variante D928N
VAR INTERACCIONES ENERGIA (kcal/mol)
6.D928N AREA (A% VDW (#) ELECT (#) P HIDROGENO (#) TOTAL VDW ELECT TOTAL
Colacola | WI | VAR| A |WT|VAR| A |WTJVAR| A |WT|VAR| A |WT|VAR| A WT | VAR| A | WT | VAR A WT | VAR A
2088|1931| -7.5%|191| 89|-53.4%| 3| 4| 33.3%| 9| 9| 0.0%|203| 102|-49.8%| 27.5|-18.6|-46.1| -186.4| -314.7| -128.3| -158.9| -333.3| -174.4
VDW: van der Waals; ELECT: electrostaticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno
MODELOS PARA EVALUAR INTERACCIONES ENTRE LA CABEZA GLOBULAR Y ACTINA
Tabla Suplementaria 9. Valores del andlisis de cambios en la variante N479S
Na79S INTERACCIONES ENERGIA (kcal/mol
AREA (A?) VDW (#) ELECT (#) | P HIDROGENO (#) TOTAL VDW ELECT TOTAL
VAR | WT | VAR| A |WT|VAR| A |WT|VAR A |WT[VAR| A |WT|VAR| A | WT |VAR| A | WT | VAR A WT | VAR A
ACT-MIO| 2476|2655| 7.2%|108[108| 0.0%| 5| 6[20%| 11| 13| 18.2%|124|127| 2.4%|-32.9(-26.4

6.5|-429.8|-503.0| -73.2|-462.7(-529.4| -66.7

ACT-MIO: interaccién actina-miosina; VDW: van der Waals; ELECT: electrostaticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno

Tabla suplementaria 10. Valores del analisis de cambios en la variante R719W

INTERACCIONES

R719W ENERGIA (kcal/mol
AREA (R?) VDW (#) ELECT (#) | P HIDROGENO (#) TOTAL VDW ELECT TOTAL
VAR WT | VAR A WT VAR A WT|VAR A | WT|VAR A WT |VAR A WT | VAR A WT VAR A WT VAR A
ACT-MIO

2476]|2669| 7.8%|108(116( 7.4%| 5| 6[20%| 11| 13| 18.2%|124|135| 8.9%|-32.9(-26.5| 6.4]|-429.8|-508.0( -78.2|-462.7(-534.5| -71.8

ACT-MIO: interaccidn actina-miosina; VDW: van der Waals; ELECT: electrostéticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno

Tabla suplementaria 11. Valores del andlisis de cambios en la variante G741R

c7a1R INTERACCIONES ENERGIA (kcal/mol

AREA (R?) VDW (#) ELECT (#) | P HIDROGENO (#) TOTAL VDW ELECT TOTAL
act-miol wr |var| a |wr|var| a |wrlvaR a |wr|var| a |wr|var| A [ wr|var| a | wr [ varR | A | wr | VAR | A
ACT-MI0| 2476(2803[13.2%| 108{125]15.7%| 5| 6[20%| 11| 13| 18.2%|124|144]16.1%|-32.9]-36.2] -3.3

-429.8(-495.1| -65.3|-462.7(-531.4| -68.7

ACT-MIO: interaccién actina-miosina; VDW: van der Waals; ELECT: electrostaticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno
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MODELOS PARA EVALUAR INTERACCIONES ENTRE LA CABEZA GLOBULAR Y LA MOLECULA DE ATP

Tabla suplementaria 12. Valores del analisis de cambios en la variante N479S

Na795 INTERACCIIONES (#) ENERGIA (kcal/mol)
VDW P HIDROGENO TOTAL VDW ELECT TOTAL
vAR |WT|VAR| A |[wT|[VAR| A |WT|VAR| A | WT [VAR| A WT | VAR A | WT | VAR
MIO-ATP| 119 121 20| 19| -5%| 139| 140| 0.7%| 832.7| -7.7 -788.3|-486.2|302.1| 44.4(-493.9

MIO-ATP: interaccién miosina-ADP; VDW: van der Waals; ELECT: electrostaticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno

Taba suplementaria 13. Valores del analisis de cambios en la variante R719W

R719W INTERACCIONES (#) ENERGIA (kcal/mol)
VDW P HIDROGENO TOTAL VDW ELECT TOTAL
VAR WT | VAR A |WT|VAR A WT | VAR A WT | VAR A WT VAR A WT VAR A
MIO-ATP| 119| 124 4.2%| 20| 21| 5.0%| 139]| 145| 4.3%|832.7| -8.0 -788.31-504.91283.3 44.41-512.9
MIO-ATP: interaccién miosina-ADP; VDW: van der Waals; ELECT: electrostaticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno
Taba suplementaria 14. Valores del analisis de cambios en la variante G741R
G741R INTERACCIONES (#) ENERGIA (kcal/mol)
VDW P HIDROGENO TOTAL VDW ELECT TOTAL
VAR WT | VAR A |WT|VAR A WT | VAR A WT | VAR A WT VAR A WT VAR A
MIO-ATP| 119| 110]-7.6%| 20| 18]-10.0%]| 139| 128|-7.9%| 832.7| -3.9 -788.31-494.7(293.5 44.41-498.7
MIO-ATP: interaccién miosina-ADP; VDW: van der Waals; ELECT: electrostaticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno
MODELOS PARA EVALUAR INTERACCIONES ENTRE LA CABEZA GLOBULAR Y LA MOLECULA DE ADP
Taba suplementaria 15. Valores del analisis de cambios en la variante N479S
N4795 INTERACCIONES (#) ENERGIA (kcal/mol)
VDW P HIDROGENO TOTAL VDW ELECT TOTAL
VAR WT VAR A |WT|VAR A WT (VAR A WT [ VAR| A | WT VAR A WT VAR
MIO-ADP | 121] 113|-6.6%]| 11 9| -18.2%|132( 122]-7.6%|-20.6(-14.3(6.3(-349.6(-375.9 -370.11-390.2

MIO-ADP: interaccidén miosina-ADP; VDW: van der Waals; ELECT: electrostaticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno

Taba suplementaria 16. Valores del analisis de cambios en la variante R719W

R719W INTERACCI,ONES (#) ENERGIA (kcal/mol)
VDW P HIDROGENO TOTAL VDW ELECT TOTAL
VAR WT[VAR| A [WT|VAR A WT|VAR| A WT | VAR| A | WT | VAR A WT VAR
MIO-ADP | 121| 112(-7.4%| 11| 10| -9.1%|132| 122|-7.6%|-20.6|-16.4|4.2[-349.6(-359.5 -370.1(-375.9

MIO-ADP: interaccién miosina-ADP; VDW: van der Waals; ELECT: electrostéticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno
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Taba suplementaria 17. Valores del andlisis de cambios en la variante G741R

INTERACCIONES (#)

ENERGIA (kcal/mol)

G741R =
VDW P HIDROGENO TOTAL VDW ELECT TOTAL
VAR WT|VAR| A [WT|[VAR A WT|VAR| A WT [ VAR| A | WT | VAR A WT VAR A
MIO-ADP | 121| 109|-9.9%| 11| 10 -9.1%| 132| 119|-9.8%| -20.6|-15.7(4.9(-349.6|-372.3|-22.7| -370.1|-388.0(-17.8

MIO-ADP: interaccién miosina-ADP; VDW: van der Waals; ELECT: electrostéticas; P HIDROGENO: puentes de hidrégeno
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