UNiveErsiDAD NacionaL Autonoma be MExico

FacuLTAD DE Quimica

“Estudio de asociacion de los polimorfismos
rs41315493 (SCN5A), rs61751489 y rs76371972
(NOTCH1), rs10801999 (CASQ2), rs185788586
(CACNAL1C) vy rs45578741 (TCAP) con la
susceptibilidad a canalopatias y cardiomiopatias en
poblacion mexicana”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QuimicA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA
MARTHA ANDREA MARQUEZ RODRIGUEZ

DIRECTORDE TESIS

Dra. Leonor Jacobo Albavera

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD.MX 2019




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Dra. Sobeida Sanchez Nieto

VOCAL: Dr. Francisco Javier Plasencia de la Parra
SECRETARIO: Dra. Leonor Jacobo Albavera

ler. SUPLENTE: Dr. Javier Andrés Juérez Diaz

2° SUPLENTE: Dr. José Vergara de la Fuente

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

LABORATORIO DE ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES PERTENECIENTE AL
INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA (INMEGEN)

ASESOR DEL TEMA:

DRA. LEONOR JACOBO ALBAVERA

SUSTENTANTE (S):

MARTHA ANDREA MARQUEZ RODRIGUEZ



“La ciencia no sélo es una disciplina de la razon,
sino también del romance y de la pasion”

-Stephen Hawking

Pagina 3 de 74



AGRADECIMIENTOS

En especial a mi tutora, la Dra. Leonor Jacobo Albavera, por permitirme ser parte
de su equipo, por la confianza y apoyo brindado a lo largo de mi estancia en el
INMEGEN.

A la Dra. Ma. Teresa Villarreal Molina por abrirme las puertas de su laboratorio y por
todo el apoyo.

Al M. en C. Hugo Villamil Ramirez por su apoyo en el &rea técnica de este proyecto.

Al M. en C. Antonio Hernandez Martinez por sus aportaciones en la parte técnica y

revision de esta tesis.

A lo miembros del jurado: Dra. Sobeida Sanchez Nieto, al Dr. Francisco Javier
Plasencia de la Parray a la Dra. Leonor Jacobo Albavera por la revision critica de

esta tesis.

A la Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM) por la beca de titulacién

otorgada: “beca para titulacion egresados de alto rendimiento (2018-2019)”.

Pagina 4 de 74



CONTENIDO

INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt et e eae e nae s 7
INDICE DE TABLAS ..ottt ettt ettt et eeae e e 8
RESUMEN ... e e e e e et e e e e e e e e e eaa s 9
ABREVIATUR S ... e e e e e e eaas 10
INTRODUGCCION ......oouiieieeieeeeee ettt e e eae e 11

1.1 Panoramadelas ECVenelmundo.......cccoooiiiiiiiiiie, 11
1.2 Enfermedades Cardiovasculares €n MEXIiCO ..........cceeerrrriiiiiiiiiiiieeeenniniiine 13
1.3 Actividad eléctrica del Corazin...........ccccoeeeeeieieee 14
1.4 EleCtroCcardiogramal...........uuuuiiiieeeeeeeiiiiis e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e eeaenees 16
1.5 Canalopatias ArfitMOgENICAS ........ccevvuuuiiiiieeeeeee e e e e e e e e e e eeeaans 18
1.5.1 Sindrome de QT larg0 .....ccoeeeeiiiiiiiiiiiieee e 19
1.5.2 Sindrome de Brugada...........coooiiuiiiiiiiieeeeeeiiiiiieeee e 23
1.5.3 SiNdrome de QT COMO ....uuuuiiiiiiiieeeeeeie e e 25
1.5.4 Taquicardia Ventricular Polimérfica Catecolaminérgica......................... 27
1.5.5 GENES A INLEIES.....cccc e 29

1.6 CardiomiOPAtias ......c.eeeeeiiiiee e 32
1.6.1 Cardiomiopatia dilatada.................uuiiiiiieiiiiiiicee e 33
1.6.2 Cardiomiopatia hipertrofica.........ccoooveeeiiiiiiiiiiii e, 34
1.6.3 Cardiomiopatia arritMOgENICA ...........ueeriieeiiiiiiiiiiiiieeee e eiiiieeee e e e e e 36
1.6.4 GENES A INLEIES.....ccc e e 38

L7 SN P S et e e a e e e e e e 39
JUSTIFICACION . ...ttt e e 40

3. HIPOTESIS ..ottt ne e 40
B O ] 3 | I AV 1 40
4.1 ODJEtiVO GENETAL .......vvviiei e 40
4.2 Objetivos ESPECITICOS .....coiii e 41
5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL ...ouniiie e 41
N = o] o] F=od o] g e [= 0 == (¥ T [ RO 41
o0t 00 R o] 1 0] [ 41
5.1.2 CAS0S. .. ettt ettt e e e e e e e e e e enaans 42

Pagina 5 de 74



5.2 Criterios de INCIUSION..........cooviiiiiiiieee e 42
5.3 CriterioS de EXCIUSION .......oiiiiiiiiieeie e 43
5.4 Genotipificacion de los SNPs mediante PCR en tiempo real ....................... 43

5.5 Andlisis estadistico: Equilibrio de Hardy-Weinberg, estudio caso-control y

ANALISIS IN SIHICO ..ceeveieeeeee e e e e e eeaans 45
B. RESULTADOS ......ooveiieeceeceeeeeee ettt e ettt ea st ea et eassteaenestennaee s A7
T DISCUSION ... e ettt ettt et e et e st e eaeeteeae e saeeee e 55
8. CONCLUSIONES........c.oititieeee ettt ettt s et e et e e 60
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooviietieeeee e, 61
10 ANEXOS ..ottt ettt ettt sttt ettt ane s 68

Pagina 6 de 74



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Potencial de accidn de mioCitoS..........ccoviiiiiii i, 15
Figura 2. Electrocardiograma normal...............coooiiiiiiiiii e 17
Figura 3. Patrén electrocardiografico de SQTL.......ccocoiiiiiiiiiien 19

Figura 4. Diagrama de superposicion entre los genes asociados con sindrome de
Brugada (BrS), sindrome de QT largo (LQTS), taquicardia ventricular polimérfica

catecolaminérgica (CPVT)y sindrome de QT corto (SQTS).......c.cvviiiiiiiinnn. 22
Figura 5. Patron electrocardiograficode SBr....... ..o 23
Figura 6. Patron electrocardiograficode SQTC ..ot 24
Figura 7. Patron electrocardiografico de TVPC ........coiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 27
Figura 8. Estructura del canal Nav1.5........coooiiiii e 29
Figura 9. Estructura del canal Cavl.2..........ccouiiiiiiiii e 31

Figura 10. Representacion grafica de la fluorescencia emitida por las sondas

Pagina 7 de 74



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Sindrome de QT largo por subtipo genético..............cooviiiiiiiiiinnn.n. 21
Tabla 2. Sindrome de QT corto por subtipo genétiCo..........ccovviviiiiiiiiiiieinns 26
Tabla 3. Informacion general de cada SNP estudiado...................cooooiiinie, 39

Tabla 4. Ensayos utilizados para la genotipificacién de cada uno de los SNPs.... 43
Tabla 5. Caracteristicas de la poblacion de estudio..............c.cocoviiiiiinne. 47
Tabla 6. Frecuencia alélica menor (MAF) obtenida y reportada para cada SNP.....48

Tabla 7. Frecuencia genotipica, genotipos obtenidos y esperados en la poblaciéon

de estudio y equilibrio de Hardy-Weinberg de los seis SNPs seleccionados

................................................................................................................... 49
Tabla 8. Analisis de asociacion de los SNPs a canalopatias............................. 50
Tabla 9. Analisis de asociacion de 10s SNPs a SQTL........ccoviiiiiiiiiiiieeeen, 51
Tabla 10. Analisis de asociacion de los SNPs a cardiomiopatias....................... 52
Tabla 11. Andlisis de asociacion de oS SNPsa CMD............cocoiiiiiiiiiiiininiene. 53
Tabla 12. Andlisis de asociacion de los SNPsa CMH...............cocooiiiiiiiiiinn, 54
Tabla 13. Andlisis in silico y reportes en la literatura.....................ccooine. 55

Pagina 8 de 74



RESUMEN
El estudio de las enfermedades cardiovasculares (ECV) ha sido de especial interés

por ser un grave problema de salud en México y en el mundo. Estas enfermedades
tienen un origen multifactorial, es decir, surgen como resultado de la interaccion de
multiples variantes genéticas y diversos factores ambientales. Las variantes
genéticas mas comunes en el DNA son los llamados SNPs, polimorfismos de un
sélo nucledtido, los cuales se distinguen principalmente de las mutaciones por su
frecuencia; su vinculacion con enfermedades es motivo de investigacion ya que en

ocasiones pudieran afectar el fenotipo de la enfermedad.

Se sabe que enfermedades como las canalopatias y cardiomiopatias son
responsables de provocar muerte subita en poblacion joven (<35 afios), por lo que
en este trabajo se analizé la participacion de 6 SNPs no sinénimos, de alta
frecuencia en latinos, ubicados en 5 genes de interés (SCN5A, NOTCH1, CASQ2,
CACNAL1Cy TCAP) en el desarrollo de estas enfermedades en poblacién mexicana.

La genotipificacion se realizd6 mediante PCR en tiempo real utilizando sondas
TagMan. Se evalud el equilibrio de Hardy Weinberg para cada uno de los SNPs en
el grupo control y en los grupos de casos mediante una prueba de Chi cuadrada de
Pearson. También se analizd la asociacibn de estos SNPs a canalopatias y
cardiomiopatias bajo un modelo dominante utilizando el programa SPSS 22.0. Por
altimo, se realiz6 el analisis in silico de la posible implicacion funcional de los SNPs
estudiados, utilizando dos programas diferentes (Sift y Polyphen-2) y una blisqueda
en la literatura de los 6 SNPs y su asociacion a entidades clinicas, utilizando la

plataforma ClinVar.

En conclusion, se encontraron 3 variantes con posible asociacion a estas
enfermedades; la variante del gen CASQ2 (V76M) con tendencia de riesgo a SQTL,
la variante del gen SCN5A (V1950M) con tendencia de riesgo a CMD vy la variante
del gen TCAP (R106C) se asocio significativamente a CMH; es necesario aumentar
el tamafio de la muestra para confirmar las asociaciones encontradas, asi como
estudios funcionales para conocer el papel de estas variantes en estas

enfermedades.
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ABREVIATURAS

AV: Nodo auroventricular

CAs: Canalopatias arritmogénicas
CMA: Cardiomiopatia arritmogénica
CMD: Cardiomiopatia dilatada

CMH: Cardiomiopatia hipertréfica
ECG: Electrocardiograma

ECV: Enfermedades cardiovasculares
ENT: Enfermedades no transmisibles

FRET: Fluorescence resonance

energy transfer (Transferencia de

energia de resonancia fluorescente)
IC: Intervalo de confianza
MS: Muerte sUbita

MSC: Muerte subita cardiaca

NGS: Next Generation Sequencing

(Secuenciacion de nueva generacion)
NS: Nodo sinusal

OR: Odds ratio (Raz6n de momios)
PA: Potencial de accion

PCR: Reacciéon en cadena de la

polimerasa
RS: Reticulo Sarcoplasmico
SBr: Sindrome de Brugada

SNP: Polimorfismo de un solo

nucleotido
SQTC: Sindrome de QT corto
SQTL: Sindrome de QT largo

TVPC: Taquicardia ventricular

polimorfica catecolaminérgica
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con el informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2018), las
enfermedades no transmisibles (ENT) son la causa de muerte de 41 millones de
personas cada afo, lo que equivale al 71% de las muertes que se producen en el
mundo. Se entiende por ENT, a las enfermedades de larga duracion, lenta
progresion, que no se resuelven espontaneamente, que rara vez logran la curacion
total y que resultan de la combinacién de factores genéticos, fisiologicos,
ambientales y conductuales.

Los principales tipos de ENT son las enfermedades cardiovasculares (los ataques
cardiacos y los accidentes cerebrovasculares), el cancer, las enfermedades
respiratorias cronicas (la enfermedad pulmonar obstructiva crénica y el asma) y la
diabetes (OMS, 2018).

Estos cuatro grupos de enfermedades cronicas no transmisibles afectan
desproporcionadamente a los paises de mediano y bajo ingreso, donde se registran
mas del 75% de las muertes por ENT (OMS, 2018).

1.1 Panorama de las ECV en el mundo

Las ECV constituyen un conjunto de entidades que afectan el corazén y los vasos
sanguineos (Sanchez-Arias et al., 2016), provocando la mayoria de las muertes
(17.9 millones cada afo), seguidas del cancer (9.0 millones), las enfermedades
respiratorias (3.9 millones) y la diabetes (1.6 millones) (OMS, 2018).

Se estima que para el afio 2020, las muertes por ECV aumentaran de 15 a 20% v,
en el afio 2030, moriran cerca de 23.6 millones de personas, por lo que se pronostica
gue seguira siendo la principal causa de muerte a nivel global (Gémez, 2011;
Sanchez-Arias et al., 2016). Cabe recalcar que las ECV, ademas de ser una causa

de discapacidad entre la poblacion y generar altos costos para su prevencion y
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control, estan asociadas con alto riesgo de muerte prematura (Priiss-Ustiin &
Corvalan, 2015). La muerte prematura se define como aquella que se produce antes
de la edad promedio de muerte en una poblacién determinada (Instituto Nacional
del Cancer (NIH), 2018).

Se ha reportado que las ECV son las responsables de cerca del 85% de las muertes
subitas (MS) en el mundo y cuando es ocasionada por estas enfermedades se le
denomina muerte subita cardiaca (MSC). Desde el punto de vista clinico, la MS se
define como la muerte natural inesperada que ocurre dentro de una hora después
del inicio de los sintomas en un individuo aparentemente sano (Campuzano et al.,
2015).

Dentro de las ECV, la cardiopatia isquémica es la de mayor prevalencia a nivel
mundial (Benjamin et al., 2017). Sin embargo, existen enfermedades de menor
prevalencia como las canalopatias arritmogénicas (CAs) [sindrome de QT largo
(SQTL), sindrome de Brugada (SBr), sindrome de QT corto (SQTC) y taquicardia
ventricular polimérfica catecolaminérgica (TVPC)] y las cardiomiopatias
[cardiomiopatia hipertrofica (CMH), cardiomiopatia dilatada (CMD) y cardiomiopatia
arritmogénica (CMA)], ambas responsables de una gran parte de las MSC ocurridas

en poblacion joven (Fernandez-Falgueras et al., 2017).

Actualmente, no se han reportado datos de prevalencia e incidencia de las CAs en
conjunto, pero se sabe que son responsables de cerca del 30% de las MSC
ocurridas en poblacién joven (Garcia-Elias & Benito, 2018). Sin embargo, existen
estudios donde se reporta la prevalencia mundial del SQTL, SBr, SQTCy TVPC por
separado. La prevalencia estimada del SQTL es de 1: 2,000 individuos, aunque se
ha llegado a reportar de hasta 1: 5,000 y 1: 20,000. La prevalencia global estimada
del SBr es de 1 caso por cada 2,000 individuos; no obstante, en algunas regiones
del mundo como Asia se registran hasta 20 casos por 10,000 individuos. EI SQTC

y la TVPC son las CAs mas raras, con prevalencia estimada de 1 caso en 10,000
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individuos (Fernandez-Falgueras et al., 2017; Garcia-Elias & Benito, 2018). Hoy en
dia, las cardiomiopatias en general afectan a 1 de 390 individuos en el mundo.
Existen estudios donde se reporta la prevalencia de la CMD, CMH y CMA. La
prevalencia de la CMH en Europa es de 1 caso en 500 individuos; esto coincide con
lo reportado en el estudio de cohorte CARDIA (Coronary Artery Risk Development
in Young Adults) realizado en Australia (Semsarian et al., 2015; Towbin, 2015). Para
la CMD, la prevalencia estimada en un estudio poblacional en Estados Unidos
refiere 36.5 afectados en 100,000 individuos. En el caso de la CMA, la prevalencia
estimada en Europa varia entre 1:1,000 y 1:10,000 individuos (Towbin, 2015).

1.2 Enfermedades Cardiovasculares en México

Las ECV son la primera causa de mortalidad en México, por lo que representan un
verdadero reto para la salud publica de nuestro pais. En el 2015 se registraron mas
de 655,000 defunciones, de las cuales el 25.5% fueron provocadas por ECV,
principalmente por enfermedad isquémica del corazén (Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI), 2017).

En el afio 2011, el 19% de las muertes prematuras (30-69 afos) en nuestro pais
fueron ocasionadas por enfermedades cardiovasculares segun registros de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS) (OMS y OPS, 2011).

En México se desconoce la incidencia y la prevalencia de la muerte subita (MS) en
poblacion adulta (Rodriguez-Reyes et al., 2016). Sin embargo, un estudio realizado
recientemente por el Laboratorio de Investigacion en Cardiopatias Congénitas y
Arritmias del Hospital Infantil de México “Federico Gémez” (HIMFG) estim¢d la

prevalencia por afio de las enfermedades que predisponen a la MSC en poblacién
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infantil. Dichas enfermedades pueden clasificarse en dos grupos: enfermedades
estructurales (cardiomiopatias) y enfermedades eléctricas (canalopatias). La
prevalencia de estos grupos de enfermedades que predisponen a MSC infantil fue

de 9.5 en 1,000 pacientes por afio (Cano-Hernandez et al., 2017).

Actualmente, no se cuenta con datos estadisticos a nivel nacional de
cardiomiopatias en poblaciéon adulta; sin embargo, en el Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez” se confirmé el diagndstico de CMH en 136 pacientes
entre los afios 2000 y 2014, de un total de 81,460 individuos atendidos en la

institucién, lo que resulta en una prevalencia de 0.16% (Marquez et al., 2016).

1.3 Actividad eléctrica del corazén

El coraz6n es una bomba electromecanica accionada eléctricamente por la
generacion y propagacion de un potencial de accion (PA) a través de los miocitos
(Fernandez-Falgueras et al., 2017). Este impulso eléctrico es generado por las
células del nodo sinusal (NS) y es propagado a través de fibras especializadas hacia
las auriculas y el nodo auro-ventricular (AV). Posteriormente la actividad eléctrica
vigja desde el nodo AV hacia los ventriculos, mediante el sistema His-Purkinje
(Bartos et al., 2015); después hay un periodo de contraccién muscular y relajacion
hasta la generacién del préximo impulso. El PA cardiaco es un cambio transitorio
del potencial membranal generado por el intercambio i6nico, cuya direccion esta
determinada por el gradiente electroquimico de los iones sodio (Na*), potasio (K*)
y/o calcio (Ca?*) a través de la membrana celular. La activacién e inactivacion
sinérgica de los canales i6nicos que conducen despolarizacién (corrientes hacia el
interior (Na*y Ca?*)) y repolarizacion (corrientes hacia el exterior (K*)) inducen la
formacion de un PA (Fernandez-Falgueras et al., 2017). Tradicionalmente, el PA

cardiaco esta dividido en 5 fases (Figura 1):
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Figura 1. Potencial de acciébn de miocitos. El potencial de accién de los miocitos auriculares y
ventriculares consiste en cinco fases: despolarizacion (fase 0), repolarizacién parcial (fase 1), meseta
(fase 2), repolarizacién (fase 3) y descanso (fase 4). Tomada y modificada de Bastiaenen & Behr,
2011.

La fase 0 del PA es la fase de inicio y de despolarizacion rapida de la célula, es
desencadenada por la entrada rapida por difusién facilitada de iones Na* a la célula,
generando una corriente hacia el interior (Ina) y provocando que la célula pase del
estado de reposo (-90 mV) al estado de excitacion (40 mV) (Bastiaenen & Behr,
2011).

Durante la fase 1, ocurre la inactivacion de Inay una salida breve de K* a través de
una corriente llamada lw, generada por los canales Kv4.2 y Kv4.3 (componente
rapido) y Kv1.4 (componente lento), dando lugar a la repolarizacion rapida de la

membrana.

La fase 2 o fase meseta, es un periodo donde el PA se mantiene constante debido
a la salida de iones Na* y a la simultanea entrada lenta de iones Ca?* a través del

canal de calcio tipo L dependiente de voltaje, generando una corriente denominada
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Ica. LOS canales de K* permanecen abiertos para asi continuar con la repolarizacion

del cardiomiocito.

Posteriormente, en la fase 3 los canales de calcio tipo L dependientes de voltaje se
cierran, mientras que los iones K* contindan saliendo de la célula haciendo que el

PA se vuelva negativo.

En la fase 4, la célula ya se encuentra en estado de reposo y el PA se restablece a
-90 mV, para asi quedar lista para el siguiente impulso cardiaco (Fernandez-
Falgueras et al., 2017; Garcia-Elias & Benito, 2018).

Cambios anormales en el PA, sincronizacién y/o propagacion del impulso eléctrico,
predisponen potencialmente a arritmias malignas (Fernandez-Falgueras et al.,
2017).

1.4 Electrocardiograma

Las diferencias de potencial producidas durante la actividad eléctrica cardiaca son
registradas mediante electrodos colocados sobre la piel. El dispositivo se llama
electrocardiégrafo y al registro obtenido se le llama electrocardiograma (ECG). El
ECG es una prueba no invasiva y econdémica, de gran utilidad para el diagnostico
de enfermedades cardiacas.

El marcapasos del corazén (nodo sinusal) provoca una despolarizacion espontanea
que causa potenciales de accion, lo que da por resultado el latido automético del
corazon. Los potenciales de accién son conducidos por células miocardicas en las
auriculas y transmitidos hacia los ventriculos mediante tejido de conduccién

especializado; dichos eventos corresponden a las ondas del ECG (Fox, 2014).

Cada ciclo cardiaco produce ondas ECG distintas designadas como P, Q, R, S, Ty
U (Figura 2).
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PR QRS ST T |
Figura 2. ECG normal. Tomada de Franco-Salazar, 2007

La onda P es el primer componente de una forma de onda de ECG normal, es el
resultado de la propagacion de la despolarizacion auricular que causa una diferencia
de potencial indicada por una deflexién positiva de la linea isoeléctrica (Fox, 2014).
Esta onda corresponde inicialmente a la despolarizacién de la auricula derecha y
su parte final a la de la auricula izquierda (Burghardt, 2005). El segmento PR
representa la despolarizacion auricular y el retraso fisiolégico que sufre el estimulo

a su paso por el AV.

De modo similar, la conduccion del impulso hacia los ventriculos crea una diferencia
de potencial que da como resultado una deflexion positiva de la linea del ECG, que
después regresa a la basal, a medida que los ventriculos en su totalidad alcanzan
la despolarizacién. La onda Q representa la despolarizacion del septum ventricular,
la onda R corresponde a la despolarizacion del ventriculo izquierdo y la onda S a la
despolarizacién del ventriculo derecho. Por eso, el complejo QRS representa la
despolarizacién del miocardio ventricular.

El segmento ST representa la fase de meseta del PA, es decir, es el lapso
comprendido entre la despolarizacion y la repolarizacion. El intervalo QT representa
la sistole ventricular, es decir, el conjunto de la despolarizacién y la repolarizacion

de los ventriculos (Franco-Salazar, 2007).
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La repolarizacion total de los ventriculos esta representada por la onda T (Fox,
2014). Por ultimo, la onda U representa el periodo de recuperacion de las fibras de

Purkinje y puede no aparecer en un ECG (Burghardt, 2005).

1.5 Canalopatias Arritmogénicas

Las canalopatias arritmogénicas (CAs) son un grupo de enfermedades producidas
por alteraciones en la funcion de los canales i6nicos cardiacos, los cuales son
proteinas que participan en el potencial de accion cardiaco (Benito et al., 2009;
Gonzélez-Melchor et al., 2014). Estas modificaciones son comunmente inducidas
por mutaciones en los genes que codifican para canales i6nicos, receptores y/o
proteinas asociadas (Fernandez-Falgueras et al., 2017). Dichas mutaciones pueden
ser de novo o de origen hereditario y son capaces de incrementar o disminuir la
funcion de los canales i6nicos alterando el PA cardiaco o el manejo de calcio
intracelular, causando inestabilidad eléctrica y ocasionando latidos anormales del

corazén (Garcia-Elias & Benito, 2018).

Estas enfermedades se caracterizan por ser de penetrancia incompleta,
expresividad variable (Gonzéalez-Melchor et al., 2014) y no se asocian a cardiopatia
estructural. Son responsables principalmente de causar arritmias, sincope o MS;
esta Ultima suele ser regularmente la primera manifestacion de la enfermedad en
poblacion medianamente joven (<35 afios) (Campuzano et al., 2015), por lo que el
diagndstico temprano es esencial. En los Gltimos afios, la aplicacion de los avances
tecnoldgicos en el campo de la medicina ha facilitado en ocasiones el diagndstico

oportuno de la enfermedad (Fernandez-Falgueras et al., 2017).

El sindrome de QT largo (SQTL), sindrome de Brugada (SBr), sindrome de QT corto
(SQTC) y taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica (TVPC) se incluyen
en este grupo de enfermedades cardiacas eléctricas, siendo éstas las mas
prevalentes a nivel mundial (Benito et al., 2009; Campuzano et al., 2015; Fernandez-
Falgueras et al., 2017).
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1.5.1 Sindrome de QT largo

El sindrome de QT largo (SQTL) representa la canalopatia mejor conocida y mas
estudiada. Se caracteriza por la prolongacion del intervalo QT en el ECG de reposo
(>470 ms para los varones y >480 ms para las mujeres como diagnaéstico, y de 440-
470 ms como limite) (Figura 3), lo cual es interpretado como un retraso en la
repolarizacién ventricular del miocardio (Garcia-Elias & Benito, 2018).

Figura 3. SQTL con intervalo QT prolongado; el circulo hace referencia al intervalo QT alargado en
las derivaciones I, Il y lll. Tomado de Garcia-Elias & Benito, 2018.

El género es un factor importante para determinar el curso y las manifestaciones
clinicas de la enfermedad. Aunque la duracién del intervalo QT corregido (QTc) es
similar entre mujeres (460 ms) y hombres (440 ms), se ha sugerido que las
hormonas sexuales contribuyen de manera importante en el fenotipo del SQTL.

El SQTL puede ser congénito o adquirido. Mientras el SQTL congénito es causado
por mutaciones en los canales i6nicos y/o proteinas asociadas, el adquirido es
generalmente asociado con farmacos y desequilibrio hidroelectrolitico (hipocalemia,

hipocalcemia o hipomagnesemia) (Fernandez-Falgueras et al., 2017).
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Descripcion clinica

Las manifestaciones clinicas del SQTL pueden ser variables, ya que van desde
pacientes asintomaticos diagnosticados a través de la deteccion familiar, a MSC,
sincope, convulsiones y arritmias ventriculares malignas. La MSC ocurre
principalmente en nifios y jovenes sanos bajo situaciones de estrés fisico o

emocional (Fernandez-Falgueras et al., 2017).

En 1957 fue reportada una forma rara de sindrome de QT largo por Anton Jervell y
Fred Lange-Nielsen, quienes describieron un sindrome cardiaco que se
acompafiaba de sordera neuronal congénita, que bajo estudios genéticos
correspondia a mutaciones homocigotas, con un fenotipo muy grave y un alto riesgo
de MS; este sindrome se transmitia por patron de herencia autosémico recesivo y
se conoce como sindrome de Jervell y Lange-Nielsen (JLNS, por sus siglas en
inglés) (Schwartz et al., 2017). En 1964, Romano y Ward publicaron de manera
independiente un sindrome cardiaco familiar caracterizado por sincope recurrente,
MS y prolongaciéon de QT sin sordera neuronal, cuyos estudios genéticos
demostraron que correspondia a mutaciones heterocigotas, cuyo patrén de
herencia era autosémico dominante y la gravedad de la enfermedad era variable
(Medeiros-Domingo et al., 2007). Este sindrome es actualmente conocido como
sindrome de QT largo tipo 1 (LQT1, por sus siglas en inglés).

Bases genéticas

La heterogeneidad genética del SQTL ha llevado a su clasificacion en 15 subtipos
basados en los genes donde se han descrito las mutaciones causales de este

sindrome (Tabla 1).
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Tabla 1. Sindrome de QT largo por subtipo genético. Tomado y modificado de Garcia-Elias &
Benito, 2018.

Tipo

SQTL1

SQTL?2

SQTL3

SQTL4

SQTL5

SQTL6

SQTL7

SQTLS

SQTLY

SQTL10

SQTL11

SQTL12

SQTL13

SQTL14

SQTL15

Gen

KCNQ1

KCNH2

SCN5A

ANK2

KCNE1

KCNEZ2

KCNJ2

CACNA1C

CAV3

SCN4B

AKAP9

SNTA1

KCNJ5

CALM1

CALM2

Proteina

KvLQT1 (Subunidad alfa
de |Ks)

HERG (Subunidad alfa
de |Kr)

Nav1.5 (Subunidad alfa
|Na)

Ankirina B, proteina de
anclaje

MinK (Subunidad beta de
Iks)

MiRP (Subunidad beta
de |Kr)

Kir2.1 (Subunidad alfa de
Iki)

Cavl.2
(Subunidad alfa de IcaL)

Caveolina 3

Subunidad beta 4 de Ina

Proteina de anclaje de
cinasa A

Sintrofina

Subunidad Kir 3.4 de
canal lkach

Calmodulina 1

Calmodulina 2

Efecto funcional de la
mutaciéon

Pérdida de funcion

Pérdida de funcion

Ganancia de funcién

Pérdida de funcion

Pérdida de funcion

Pérdida de funcion

Pérdida de funcion

Ganancia de funcién

Ganancia de funciéon

Ganancia de funciéon

Ganancia de funcién

Aumento de corriente de
sodio

Pérdida de funcion

Serializacion de calcio
alterada

Sefalizacioén de calcio
alterada
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Frecuencia de
casos (%)

30-35

25-30

5-10

<1

<1

<1

<1

Raro

<1

Raro

Raro

Raro

Raro

<1

<1



A lafecha, se han identificado cientos de mutaciones en 19 genes de susceptibilidad
a SQTL: 16 siguen el patron de herencia autosémico dominante (AKAP9, ANK2,
CACNALC, CALM1, CALM2, CALM3, CAV3, KCNE2, KCNH2, KCNJ2, KCNJ5,
RYR2, SCN1B, SCN4B, SCN5A y SNTAL), una sigue un patron de herencia
autosdmico recesivo (TRDN) y dos mas siguen ambos patrones de herencia
(KCNQ1 y KCNE1) (Figura 4) (Fernandez-Falgueras et al., 2017).

AKAP9  KCNEI  KCNE2
ars o e CPVT
KCNJ5  SCN4B CALM1
ABCC9 GPDIL SCNSA RYR2
SNTAL RO
FCF12  HCN4 SCN1B CALM2
HEY2 KCND2 KCND3 CALM3 o
RANGRF  KCNJ8 KCNH2 —_—
PKP2  KCNE3  KCNES CACNA1Cc  KCNQl
SCNIOA SCN2B
SEMA3A TRPM4  CACNA2D1
SCN3B  stmap ~ CACNB2

Figura 4. Diagrama de superposicion entre los genes asociados con sindrome de Brugada (BrS),
sindrome de QT largo (LQTS), taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica (CPVT) y
sindrome de QT corto (SQTS). Tomada de Fernandez-Falgueras et al., 2017.

Estas mutaciones causan una alteracion en la proteina codificada por estos genes,
provocando un mecanismo de pérdida o ganancia de funcion del canal implicado en

una determinada corriente iénica del PA.

Aproximadamente el 85% de los pacientes diagnosticados clinicamente con SQTL
tienen una mutacion en uno de estos genes (Figura 4). Un 75% de los casos se
deben a mutaciones en los tres genes principales (KCNQ1, KCNH2 y SCN5A); los
16 genes restantes son responsables sélo del 10% de los casos de SQTL (Tabla 1)
Cerca del 15-20% de los casos clinicos con diagnéstico definitivo de SQTL no se ha

logrado identificar la causa genética (Fernandez-Falgueras et al., 2017).
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1.5.2 Sindrome de Brugada

Descrito por primera vez en 1992 por Pedro y Josep Brugada, el sindrome de
Brugada (SBr) es una patologia eléctrica primaria o canalopatia cardiaca,
potencialmente mortal, caracterizada por presentar un patron electrocardiografico
propio y la predisposicion a presentar arritmias ventriculares y MSC en pacientes
sin cardiopatia estructural evidente (Benito et al., 2009; Gonzéalez-Melchor et al.,
2014; Schwartz et al., 2017).

Anos después, el SBr fue reportado como “sindrome de muerte nocturna subita
inexplicable”, también llamado “bangungut” en Filipinas, conocido como “pokkuri” en

Japon o “tai tai” en Tailandia, todos responsables de muerte nocturna

mayoritariamente en hombres (Fernandez-Falgueras et al., 2017).

Descripcion clinica

Figura 5. Patron electrocardiografico de SBr. Hay una elevacion del segmento ST seguido de la
inversién de la onda T en las derivaciones V1 y V2. Tomada de Berne et al., 2012.

En el ECG, el SBr estéa caracterizado principalmente por la elevaciéon del segmento
ST, seguida de ondas T negativas (Figura 5) en las precordiales derechas, en

ausencia de anomalias estructurales cardiacas.

El SBr presenta una marcada variabilidad geografica y étnica; existe una menor

prevalencia en Europa y una mayor prevalencia en el sureste asiatico, donde ha
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sido considerado endémico. Cabe mencionar que este sindrome es mucho mas
frecuente en varones que en mujeres con una relacion 9:1 (Berne et al., 2012;

Fernandez-Falgueras et al., 2017).

Los pacientes con SBr permanecen en su mayoria asintomaticos. No obstante, se
ha descrito que un 17-42% de ellos presentan sincope o MS como consecuencia de
una arritmia ventricular en algdn momento de su vida (Gonzalez-Melchor et al.,
2014).

Bases genéticas

Se hereda tipicamente mediante un patron de herencia autosémico dominante. Las
primeras mutaciones causales de esta patologia fueron identificadas en 1998 en el
gen SCN5A, que codifica para la subunidad a del canal de sodio cardiaco (Nav1.5).
Mutaciones en SCN5A condicionan pérdida de la funcion del canal con disminucion

de la corriente (Campuzano et al., 2015; Fernandez-Falgueras et al., 2017).

Aunque este fue el Unico gen (SCN5A) asociado a la enfermedad durante casi diez
afos, las mutaciones en él se encuentran en aproximadamente entre el 20-25% de
los pacientes (Mizusawa & Wilde, 2012). Sin embargo, los genes causales
conocidos de SBr (Figura 4) sélo explican del 30 al 35% de los casos, dejando casi
70% de los pacientes sin diagnéstico genético (Fernandez-Falgueras et al., 2017).

Hasta la fecha, se han identificado mas de 450 mutaciones en 24 genes que
codifican para canales de sodio, potasio y calcio o proteinas asociadas: ABCC9,
CACNALC, CACNA2D1, CACNB2, FGF12, GPD1L, HCN4, HEY2, KCNDZ2,
KCND3, KCNE3, KCNE5, KCNH2, KCNJ8, PKP2, RANGRF, SCN10A, SCN1B,
SCN2B, SCN3B, SCN5A, SEMA3A, SLMAP y TRPM4 (Figura 4) (Fernandez-
Falgueras et al., 2017).
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1.5.3 Sindrome de QT corto

El sindrome de QT corto (SQTC) es una rara enfermedad cardiaca que condiciona
a un elevado riesgo de MS, presenta un patron de herencia autosémico dominante
y alta penetrancia. En el ECG, se caracteriza por presentar un intervalo QT corto
(<320-350 ms) (Figura 6) (Fernandez-Falgueras et al., 2017).

(l i (l

I , AT L
I I ) I

Figura 6. Patron electrocardiografico del SQTC en las derivaciones |, Il y llI; el circulo sefiala el
intervalo QT reducido. Tomado de Garcia-Elias & Benito, 2018.

Descripcion clinica

El intervalo QT corto en el ECG refleja una duracién reducida del PA a nivel celular,
causada por una repolarizacién rapida, lo cual favorece la presencia de arritmias
ventriculares en ausencia de dafio estructural cardiaco (Garcia-Elias & Benito,
2018).

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes del SQTC son principalmente
palpitaciones, sincope Yy fibrilacion atrial (FA) (Fernandez-Falgueras et al., 2017).

Bases genéticas

Actualmente, se han identificado mutaciones asociadas con SQTC en 6 genes
(KCNQ1, KCNH2, KCNJ2, CACNAL1C, CACNB2 y CACNA2D1) (Figura 4). El
subtipo 1 es el mas prevalente del SQTC y esta asociado con mutaciones en el gen

KCNH2, las cuales ocasionan una ganancia de funcion, que incrementa el flujo de
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la corriente a través del canal, acortando la duracion del PA y por ende el intervalo

QT. El subtipo 2 se refiere a mutaciones en el gen KCNQ1, las cuales ocasionan un

incremento en la corriente de repolarizacion, provocando también un acortamiento

del intervalo QT. El subtipo 3 est4 asociado con mutaciones en el gen KCNJ2 que

ocasionan una ganancia de funcién y un intervalo QT corto (Tabla 2).

El intervalo QT también puede ser corto por la reduccién de las corrientes de

despolarizacion. Los subtipos 4, 5y 6 (Tabla 2) estan asociados con mutaciones de

pérdida de funcién en genes que codifican para diferentes subunidades del canal

de calcio tipo L dependiente de voltaje, caracterizandose clinicamente por un

intervalo QT anormalmente corto y una elevacion del segmento ST en el ECG

(Fernandez-Falgueras et al., 2017).

Tabla 2. Sindrome de QT corto por subtipo genético. Tomado y modificado de Garcia-Elias &

Tipo

SQTC1

SQTC2

SQTC3

SQTC4

SQTCS5

SQTC6

Benito, 2018.

Gen Proteina

Kv11.1 (Subunidad

KENH2 alfa de Ikr)
Kv7.1 (Subunidad alfa
KCNQ1 de k)
KCNJ2 Kir2.1
Cav1.2 (Subunidad
CACNALC alfa 1C de lcaL)
Proteina auxiliar de
CACNB2 Cav1.2 (Subunidad
beta 2 de Ical)
Proteina auxiliar de
CACNA2D1 Cavl.2 (Subunidad

alfa 2 de |CaL)

Efecto funcional de la
mutacion

Ganancia de funciéon

Ganancia de funciéon

Ganancia de funcién

Pérdida de funcion

Pérdida de funcion

Pérdida de funcion
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15
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1.5.4 Taquicardia Ventricular Polimérfica Catecolaminérgica

La taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica (TVPC) es una enfermedad
rara pero potencialmente letal, se manifiesta cominmente a temprana edad y se ha
descrito que el género juega un papel importante en la etiologia y patologia de los

pacientes con TVPC.

Descripcion clinica

La TVPC se caracteriza por la presencia de un ECG normal en estado de reposo
que bajo el estimulo adrenérgico induce arritmias ventriculares dando lugar a
sincope, paro cardiaco y MS en nifios y jovenes sin cardiopatia estructural (Figura
7) (Fernandez-Falgueras et al., 2017).

o b Al

A ¢ U " R 0UETH |y i il | ('

Figura 7. Patron electrocardiografico caracteristico de TVPC cuando el paciente es sometido a
estimulos adrenérgicos en las derivaciones I, 1l y lll. Tomado de Garcia-Elias & Benito, 2018.

La TVPC se agrupa dentro de las denominadas canalopatias y es una de las formas
mas severas de los trastornos arritmogénicos hereditarios (Fernandez-Falgueras et
al., 2017; Garcia-Elias & Benito, 2018). Interesantemente, es la Unica canalopatia
que no afecta directamente el PA, sino que esta implicada en la regulacion del Ca?*

intracelular.
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Bases genéticas

A la fecha, se han identificado diversas mutaciones en 8 genes de susceptibilidad a
TVPC (Figura 4). La TVPC puede presentar patrones de herencia autosomico
dominante y autosdmico recesivo. Se han reportado mutaciones en los genes que
codifican para los receptores cardiacos tipo 2 de la rianodina (RYR2) y para
calsecuestrina (CASQ?2), considerandolas como las responsables de las formas
autosdmica dominante y recesiva respectivamente (Garcia-Elias & Benito, 2018).

El receptor de rianodina es un canal intracelular de calcio que esta localizado en el
reticulo sarcoplasmico, es responsable de regular la liberaciébn del calcio al
citoplasma desde el reticulo sarcoplasmico durante la fase de meseta del PA. Se
han encontrado alrededor de 150 mutaciones en RYR2. Cerca del 55-60% de los
pacientes afectados clinicamente presenta alguna variante en este gen (Fernandez-

Falgueras et al., 2017)

En el afio 2001, Lahat y colaboradores descubrieron una mutacién en el gen que
codifica para la proteina calsecuestrina (CASQ2), en una familia de origen arabe,
afectada por un patron de herencia autosomico recesivo. La calsecuestrina es una
proteina reguladora del calcio en el reticulo sarcoplasmico que participa modulando
la respuesta del receptor de rianodina al calcio intracelular. Las mutaciones en el
gen calsecuestrina estan presentes en aproximadamente el 5% de los pacientes
con TVPC (Lahat et al., 2001; Garcia-Elias & Benito, 2018).

Otros genes causales de TVPC menos frecuentes son CALM2, CALM3, TRDN,
ANK2, KCNJ2 y CALML1. Estos genes en conjunto simbolizan solo el 5% de los

casos (Campuzano et al., 2015; Fernandez-Falgueras et al., 2017).
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1.5.5 Genes de interés

SCN5A

Este gen se localiza en el brazo corto (p) del cromosoma 3 en la posicion 22.2,
abarca mas de 100 kb en el cromosoma y cuenta con 28 exones, de los cuales el
exon 1 es una region no traducida (Park et al., 2012). SCN5A codifica para la
subunidad a tipo 5 del canal de sodio dependiente de voltaje (Nav1.5) y se expresa
predominantemente en el corazon, donde tiene un papel clave en la generacion y
propagacion del impulso cardiaco. Es un gen altamente conservado en animales y

humanos (Veerman et al., 2015; Genetics Home Reference, 2019).

Espacio
extraceiylar

v ] 1 e b B e B el b B L R
e o v v o v 2 o ) v

Cnoplasma

Secuencia Secuencia Secuencia
de unién de union de unién
Di-DHl Di-oIn DIl-DIV

COOH

Figura 8. Estructura del canal Nav1.5. La subunidad a del canal de Na* regulado por voltaje consta
de 4 dominios homdlogos (DI-DIV), cada uno de los cuales contiene 6 segmentos (S1-S6) que se
extienden sobre la membrana, que estan indicados por cilindros numerados; el cuarto segmento
cargado positivamente, importante en la deteccién de voltaje, se representa en color azul. Tomado
y modificado de Park et al., 2012; Veerman et al., 2015.

El canal Nav1.5 controla la excitabilidad cardiaca al desencadenar el PA de los
miocitos cardiacos y la velocidad de conduccién del impulso eléctrico dentro del
corazdn. Estudios experimentales demuestran que Navl.5 interactia con el
citoesqueleto y también puede participar en el mantenimiento de la integridad

estructural del corazon.

Por otra parte, se sabe que el canal Nav1.5 se encuentra asociado a multiples

proteinas accesorias que regulan su funcién y localizacion (Veerman et al., 2015).
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Las variantes en el gen SCN5A descritas hasta ahora se han relacionado con la
MSC asociada con una serie de sindromes arritmicos como el SBr, SQTL y
recientemente CMD (Park et al., 2012; Rangaraju et al., 2018).

CASQ?2

Este gen se localiza en el brazo corto (p) del cromosoma 1 en la posicion 13.1, cubre
alrededor de 70 kb en el cromosoma y cuenta con 11 exones. CASQ?2 codifica para
una proteina llamada calsecuestrina 2 y se expresa mayormente en el corazon

(Genetics Home Reference, 2019).

La calsecuestrina 2 es la proteina mas abundante en el interior del reticulo
sarcoplasmico (RS); es la principal proteina que se une al Ca?* y es capaz de
almacenar calcio en una cantidad suficiente para permitir contracciones repetidas.
Existen dos isoformas descritas de calsecuestrina codificadas por genes distintos
(CASQ1 y CASQ2), la isoforma CASQ1 se encuentra en musculo esquelético de
contraccion rapida y también en musculo esquelético de contraccion lenta; la
isoforma CASQ?2 se encuentra en el musculo esquelético de contraccién lenta y en
el musculo cardiaco, entre ellas comparten una gran similitud de aminoacidos vy
alrededor del 80% a nivel del mRNA, y hasta el momento no se han descrito

diferencias funcionales (Lahat et al., 2001).

La calsecuestrina es una glicoproteina acida, que es capaz de formar polimeros
lineales en respuesta a incrementos de la concentracion de Ca?*, se ha observado
cerca de la membrana del RS aunque no esta anclada a ésta, sino que se encuentra
asociada a las proteinas juntina y triadina, que junto con el receptor de rianodina
(RYR) forman un complejo multiproteico. La calsecuestrina tiene una gran
capacidad para ligar Ca?* con una afinidad intermedia, ademas de que regula la

funcion de la liberacion de Ca?* del RYR.

Se ha demostrado que las proteinas del RS también juegan un papel muy
importante en el desarrollo y progresion de enfermedades cardiacas, donde la

hipertrofia y la insuficiencia cardiaca han sido las mas estudiadas, sin embargo, la
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calsecuestrina y el receptor de rianodina ya se han asociado con TVPC previamente

(Reyes-Juarez & Zarain-Herzberg, 2006).

CACNA1C

Este gen se localiza en el brazo corto (p) del cromosoma 12 en la posicién 13.33,
codifica para la subunidad al tipo C del canal de calcio dependiente de voltaje
(Cavl.2) que es critica para la fase de meseta de PA cardiaco, la excitabilidad celular
y el acoplamiento de excitacion-contraccion. Pertenece a la familia de canales de
calcio tipo L (LTCC), consta de 56 exones y se expresa predominantemente en

endometrio, corazon y cerebro (Genetics Home Reference, 2019).

DIl DIV
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Extracelular
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N Secuencia de Secuencia de Secuencia de
unién union unién
DI-DII Dii-Diil Dl-DIV

C

Figura 9. Estructura del canal Cav1.2. La subunidad a del canal de Ca?* regulado por voltaje consta
de 4 dominios (DI-DIV), cada uno de los cuales contiene 6 segmentos que se extienden sobre la
membrana; el cuarto segmento cargado positivamente.

El canal Cavl1.2 es responsable del transporte de iones calcio a las células, pues
desemperfian un papel clave en la capacidad de una célula para generar y transmitir

sefales eléctricas.

Variantes de CACNALC se han asociado con varios trastornos diferentes de arritmia
cardiaca. Aunque no se ha descrito bien como estas variantes en CACNAL1C
pudieran estar causando CMH, se ha sugerido previamente que el manejo anormal

del calcio se manifiesta en forma de hipertrofia (Boczek et al., 2015).
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1.6 Cardiomiopatias

Las cardiomiopatias corresponden a un grupo heterogéneo de enfermedades
miocardicas asociadas a una disfuncion mecanica y/o eléctrica que se deben a una
variedad de causas, frecuentemente de origen genético que a menudo se pueden
acompafiar de dilatacion o hipertrofia ventricular. Las cardiomiopatias primarias se
limitan principalmente al musculo cardiaco, mientras que las cardiomiopatias
secundarias generalmente son causadas por afecciones sistémicas con disfuncion
cardiaca asociada. En la clasificacion de la Asociacion Americana del Corazon
(American Heart Association), las cardiomiopatias se clasifican segun la causa,
mientras que la clasificacion de la Sociedad Europea de Cardiologia se basa en una

combinacion de datos morfolégicos y de hemodinamica (Weintraub et al., 2017).

Su etiologia no es completamente conocida, pero se considera que estan
involucrados tanto factores intrinsecos como extrinsecos. Los factores intrinsecos
incluyen variaciones genéticas, es decir, mutaciones que causan enfermedades y
polimorfismos asociados a la susceptibilidad a enfermedades en los genes que
desempefian papeles clave en el rendimiento, la regulacién y/o el mantenimiento de
la funcion cardiaca. Los factores extrinsecos se refieren a complicaciones de otras
enfermedades que pudieran causar un cuadro de cardiomiopatia como infeccion,

isquemia, hipertension y trastornos del metabolismo (Kimura, 2011).

Las cardiomiopatias como la cardiomiopatia dilatada (CMD), la cardiomiopatia
hipertréfica (CMH) y la cardiomiopatia arritmogénica (CMA) se caracterizan por la
presencia de alteraciones estructurales del corazén que conducen a arritmias
relacionadas con la MSC. Estas arritmias a menudo son el resultado de mutaciones
en los genes que codifican para las proteinas que se encuentran en el sarcomero,

desmosomas y citoesqueleto (Fernandez-Falgueras et al., 2017).
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1.6.1 Cardiomiopatia dilatada
Descripcion clinica

La cardiomiopatia dilatada (CMD) es una de las patologias del musculo cardiaco
mas frecuente en los paises desarrollados. Se define por la presencia de disfuncion
sistélica y dilatacion del ventriculo en ausencia de infarto de miocardio, lo cual es a
menudo asociado con arritmia y MS. Con frecuencia, la enfermedad comienza en el
ventriculo izquierdo, que es la principal camara de bombeo del corazén. EI musculo
cardiaco comienza a dilatarse, lo que significa que se estira y se vuelve mas
delgado; en consecuencia, el interior de la camara se agranda. El problema a
menudo se propaga al ventriculo derecho y luego a las auriculas; la dilatacion
ventricular es generalmente severa y siempre se acompafa de hipertrofia
(Esplugas et al., 2000; Laraudogoitia & Diez, 2006; Guttmann et al., 2015; Towbin,
2015). La CMD es uno de los principales motivos de insuficiencia cardiaca y la

principal causa de trasplante cardiaco a nivel mundial (Shakeel et al., 2018).

Bases genéticas

La CMD se puede clasificar como familiar, primaria sin antecedentes familiares o
secundaria (causada por otras condiciones). La forma familiar es considerada
responsable de cerca del 20% de los casos, de los cuales aproximadamente el 90%
son autosémicos dominantes, mientras que el 10% son autosdomicos recesivos o
ligados al cromosoma X con penetrancia incompleta y expresividad variable
(Charron et al.,, 2010). Existe una considerable heterogeneidad en los genes
reportados como causales de CMD, lo que hace que este trastorno sea

genéticamente complejo (Weintraub et al., 2017).

Mutaciones relacionadas con CMD se han identificado en genes que codifican para
una amplia gama de proteinas, particularmente aquellas que afectan la funcién del
sarcomero, la homeostasis de electrolitos y la estructura no sarcomérica. Las

mutaciones con mayor frecuencia se ubican en el gen TTN que codifica para titina,
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el componente principal del sarcémero. Se ha reportado que mutaciones en este
gen pueden estar causando el 25% de todos los casos de CMD con herencia

autosémico dominante (Braunwald, 2017).

Polimorfismos en los genes expresados en cardiomiocitos se han asociado con
CMD. Las variaciones de secuencia en los elementos del disco Z, tales como
Trp4Arg de CSRP3 y Asn654Lys de NBLT, se han reportado en poblacion general
europea y en poblacion japonesa, respectivamente. Por lo tanto, éstos son
polimorfismos asociados a CMD y no mutaciones que causan CMD; sin embargo,
ambos polimorfismos son raros debido a su baja frecuencia, cuya deteccion en
pacientes con CMD podria tener, aunque limitada, una significancia diagnostica
(Kimura, 2011). Otro ejemplo de polimorfismo asociado con CMD es Thr326lle de
BMP10, que se encontrd en 2 de 46 pacientes japoneses con CMD acompafado de
hipertension. BMP10 es un miembro de la familia TGF y se expresa especificamente
en el cardiomiocito. Thr326lle es una variante rara (frecuencia de 0.13%) en
poblacion japonesa aparentemente sana, pero es un factor de riesgo significativo
para CMD en presencia de hipertension (Kimura, 2011).

1.6.2 Cardiomiopatia hipertréfica
Descripcidn clinica

La cardiomiopatia hipertréfica (CMH) es una de las cardiomiopatias hereditarias
observadas con mayor frecuencia, caracterizada principalmente por la presencia de
hipertrofia en el ventriculo izquierdo. La CMH es una causa frecuente de MSC entre

los jovenes, sobre todo en deportistas (Kimura, 2011).

La manifestacion de la CMH es muy variable y oscila entre un curso clinico
asintomatico durante toda la vida o presencia de dolor toracico, disnea de esfuerzo,

sincope, intolerancia progresiva al ejercicio o MS en el primer episodio, pueden
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manifestarse a cualquier edad. La CMH es un trastorno sin patron especifico

geografico, étnico o sexual (Ackerman et al., 2013; Young et al., 2018).

Bases genéticas

En el 50% de los casos con CMH, se trata de formas familiares que se transmiten
en forma autosomica dominante y es causada principalmente por mutaciones en los
genes gue codifican para proteinas sarcoméricas cardiacas (Magi et al., 2017). Se
han descrito también patrones de herencia autosémico recesivo y modos de
herencia ligados a X, pero son raros (Braunwald, 2017). Un 45% son formas

idiopaticas y un 5% esporadicas.

Hasta la fecha se han involucrado por lo menos 27 genes de susceptibilidad a CMH,
con centenares de mutaciones identificadas (Ackerman et al., 2013).

Los genes principales involucrados (y las proteinas para las cuales codifican) son
los siguientes: MYH7 (cadena pesada de [3-miosina), TPM (a-tropomiosina), TNNT2
(troponina T cardiaca), MYBPC3 (proteina C de unidén a miosina cardiaca), MYL2
(cadena ligera reguladora de miosina), MYL3 (cadena ligera esencial de miosina),
TNNI3 (troponina | cardiaca), ACTC1 (a-actina cardiaca), MYH6 (cadena pesada de
a-miosina), TNNC1 (troponina C cardiaca) y PRKAG2 (subunidad gamma 2 de la
proteina cinasa activada por AMP) (Magi et al., 2017). Entre los genes causales
conocidos, MYH7 y MYBPC3 son los 2 mas comunes, siendo responsables en
conjunto de aproximadamente la mitad de los pacientes con CMH familiar
(Braunwald, 2017; Magi et al., 2017). Mutaciones en TNN2, TNNI3 y TRPML1 son
relativamente poco comunes en casos de CMH y en conjunto son causales de
menos del 10% de los casos. Mutaciones en ACTC1, MYL2, MYL3 y CSRP3

también son poco comunes.

Se han reportado otras variantes genéticas asociadas con CMH, que incluyen
mutaciones en el gen MYOZ2 (miocenina 2) y ACTN2 (a-actinina 2), que es el
componente principal del disco Z. Las mutaciones antes mencionadas, aunque son

poco comunes, apoyan la teoria de que mutaciones en proteinas del disco Z si
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pueden conducir a CMH. Mutaciones en TTN (titina) y TCAP (teletonina) también
han sido reportadas como causales de CMH pero ocurren en casos esporadicos y

en familias pequefas (Braunwald, 2017).

1.6.3 Cardiomiopatia arritmogénica

La cardiomiopatia arritmogénica (CMA) es un trastorno hereditario del musculo
cardiaco que predispone a la muerte subita cardiaca, especialmente en pacientes
jovenes y atletas. Las caracteristicas patoldgicas incluyen la pérdida de miocitos y
la sustitucion fibrovascular, es decir, la lesion caracteristica de CMA es la sustitucion
del miocardio ventricular por tejido fibroso (Guttman et al., 2015; Ganeva et al.,
2017).

Es una cardiomiopatia de unién de célula a célula, causada por anormalidades de
desmosomas cardiacos determinadas genéticamente, que conducen a la
separacibn de miocitos y a la alteracibn de la transduccién de sefales

intracelularmente (Ganeva et al., 2017).

Descripcidn clinica

La CMA se manifiesta fundamentalmente en la adolescencia o en la edad adulta;
ademas, la mayoria de los estudios informaron una mayor incidencia y una mayor
gravedad de la CMA entre hombres. Esto se atribuye a la influencia directa de las
hormonas sexuales en la expresion fenotipica de la enfermedad o a las diferencias
relacionadas con el sexo en la cantidad e intensidad del ejercicio realizado
(Francisco et al., 2007; Ganeva et al., 2017).

Su historia natural puede cursar desde asintomatica, con arritmias ventriculares,
fallo ventricular y biventricular, con amplio riesgo de MS. El diagnéstico de la CMA
no se basa en una Unica prueba estandar de oro, sino que se logra mediante un

sistema de puntuacién que abarca factores familiares y genéticos, anomalias del
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ECG, arritmias y alteraciones ventriculares estructurales y funcionales. El objetivo
principal del tratamiento es la prevencion de la muerte subita cardiaca (Ganeva et
al., 2017).

Bases genéticas

A la fecha, variantes patogénicas asociadas con CMA han sido identificadas en 14
genes: JUP, DSP, PKP2, DSG2, DSC2, TMEM43, LMNA, DES, CTNNAS, PLN,
TGFB3, TTN, SCN5A y CDH2 (Guttman et al., 2015; Ganeva et al., 2017).

Los 5 primeros genes codifican para proteinas relacionadas con los desmosomas,
los cuales son estructuras celulares complejas responsables de la adhesion y
sefializacion de la célula. Por lo tanto, mutaciones en estos genes son la principal

causa de CMA y tienen un papel clave en la patogénesis.

Aproximadamente 30-50% de los pacientes con CMA tienen una mutacién en uno
de los siguientes genes: JUP, DSP, PKP2, DSG2, y DSC2, que codifican para
proteinas asociadas a desmosomas. En la mayoria de los casos, la herencia es de
forma autosdbmica dominante con penetrancia incompleta y expresividad variable.
Ademas, se han encontrado en familias con CMA, mutaciones en otros genes no
codificantes para proteinas asociadas a desmosomas. Tales hallazgos en genes
vinculados previamente a otras formas de cardiomiopatias representan una

superposicion entre CMA y CMD tanto a nivel clinico como genético.

Finalmente, es importante sefialar que los estudios genéticos han podido identificar
una mutacion causal en hasta el 60% de los casos de CMA. En el estudio mas
grande de pacientes con CMA y familiares hasta la fecha, 37% de los casos fueron
negativos para mutaciones en genes codificantes para proteinas asociadas a
desmosomas o en TMEM43 o PLN. También es posible que la enfermedad en esos
individuos sea el resultado de una combinacion de variantes genéticas de baja
penetrancia y factores ambientales que podrian apuntar a una forma oligogénica de
CMA (Guttman et al., 2015; Ganeva et al., 2017).
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1.6.4 Genes de interés

NOTCH1

Este gen se localiza en el brazo largo (q) del cromosoma 9 en la posicién 34.3 y se
expresa en todos los tejidos incluyendo el corazén (Genetics Home Reference,
2019). Los genes NOTCH codifican para receptores transmembranales de
aproximadamente 300 kDa, cuya estructura esta altamente conservada. Es bien
sabido que la via de sefalizacion NOTCH esta involucrada en el control de diversos
eventos durante el desarrollo de las células como son la proliferacion, el crecimiento,

la migracién, la diferenciacion y la muerte celular programada (Santos et al., 2006).

Estudios han demostrado que las variantes en NOTCH pueden provocar el
desarrollo de cardiomiopatias e insuficiencia cardiaca (High & Epstein, 2008; de la
Pompa & Epstein, 2013; Luxan et al., 2013).

TCAP

Este gen se localiza en el brazo largo (q) del cromosoma 17 en la posicién 12,
codifica para una proteina de 19 kDa llamada teletonina ubicada en el disco Z y es
parte del complejo sensible al estiramiento del disco Z del cardiomiocito (Genetics

Home Reference, 2019).

La teletonina ancla la region N-terminal de la titina en el disco Z del sarcomero
mediante la unién a dos dominios de la titina. Por lo tanto, la teletonina juega un
papel importante en el ensamblaje de miofibrillas y en el desarrollo muscular y la
regulacion funcional. La TCAP interactia con proteinas como calsarcina y MinK que
son esenciales para la organizacion estructural del sarcomero cardiaco y el sensor

de estiramiento del cardiomiocito (Hirtle-Lewis et al., 2013).

Variantes en TCAP han sido implicadas previamente en la patogénesis de CMD y
CMH (Bos et al., 2006).
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1.7 SNPs

Los polimorfismos de un solo nucleétido, frecuentemente llamados SNPs, son un
cambio de una base por otra en un lugar especifico del genomay, por definicién, se
encuentran en mas de un 1% de la poblacién. Los SNPs son el tipo mas comun de
variacion genética entre las personas y se utilizan como marcadores en los estudios
de asociacion para detectar qué regiones del genoma humano pueden estar
involucradas con la enfermedad. Los SNP no sindnimos, los cuales conducen a un
cambio de aminoacido en el producto proteico, son de gran interés, ya que pudieran
estar afectando la actividad biologica de la proteina (Ng & Henikoff, 2003).

Seleccion de SNPs

Todos los SNPs analizados cumplieron con 3 criterios de seleccién: estar presentes
en varios pacientes de canalopatias o cardiomiopatias, ser de relativamente alta
frecuencia (del 3 al 14%) en poblacién latina reportada en 1000 genomas y ser una

variante no sinénima.

Los 6 SNPs seleccionados para este analisis fueron encontrados por secuenciacion

de nueva generacion (NGS) utilizando un panel TruSight lllumina.

Los SNPs rs41315493 del gen SCN5A, rs10801999 de CASQ2 y rs185788586 de
CACNAI1C se encontraron en pacientes con diagndéstico de canalopatias; los tres
SNPs restantes, rs61751489 y rs76371972 de NOTCH1 y rs45578741 de TCAP en

pacientes con diagnostico de cardiomiopatias.

Tabla 3. Informacion general de cada SNP estudiado.

SNP Gen Camb[o_de Exén Ca.mb|,o _de

nucledtido aminoacido

rs41315493 SCN5A 6045C>A 28 Val1950Met
rs61751489 NOTCH1 6853C>T 30 Val2285lle

rs76371972 NOTCH1 4823C>T 25 Arg1608His
rs10801999 CASQ2 226C>T 1 Val76Met

rs185788586 CACNA1C 5665C>T 35 Arg1889Cys
rs45578741 TCAP 316C>T 1 Arg106Cys
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2. JUSTIFICACION

Enfermedades cardiovasculares como las canalopatias y cardiomiopatias son
responsables de provocar MSC en poblacién joven (<35 afios), poseen un
componente genético en el que mutaciones causales, en conjunto con los

polimorfismos, pudieran estar afectando de manera importante el fenotipo.

Por ello, surge el interés de analizar la participacion de 6 SNPs no sinGnimos,
frecuentes en poblacién latina (MXL), encontrados por NGS en pacientes de
canalopatias y cardiomiopatias en la susceptibilidad al desarrollo de estas

enfermedades en poblacién mexicana.

3. HIPOTESIS

Los SNPs rs41315493 del gen SCN5A, rs61751489 y rs76371972 de NOTCHL1,
rs10801999 de CASQ2, rs185788586 de CACNALC y rs45578741 de TCAP se
asocian a la susceptibilidad al desarrollo de canalopatias y/o cardiomiopatias en

poblacién mexicana.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Analizar los SNPs rs41315493 (SCN5A), rs61751489 y rs76371972 (NOTCH1),
rs10801999 (CASQZ2), rs185788586 (CACNALC) y rs45578741 (TCAP) en

controles del estudio Genética de la Enfermedad Aterosclerosa (GEA), en casos de

canalopatias y casos de cardiomiopatias.
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4.2 Objetivos Especificos

1. Analizar los seis SNPs en controles del estudio GEA, casos de canalopatias y

casos de cardiomiopatias.

2. Calcular las frecuencias alélicas y genotipicas de los 6 SNPs en los grupos

estudiados.
3. Evaluar el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada SNP en todos los grupos.

4. Comparar las frecuencias de los SNPs obtenidas en los controles vs los distintos

casos y analizar su posible asociacion a estas enfermedades.

5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1 Poblacién de Estudio
5.1.1 Controles

En este estudio, se seleccionaron al azar 476 controles del estudio GEA. El estudio
GEA fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” (INCICH) y del Instituto Nacional de Medicina Genomica
(INMEGEN). Los participantes firmaron una carta de consentimiento informado
antes de su inclusion en el estudio. Los controles del estudio GEA son 1600
mexicanos mestizos, son hombres y mujeres entre 35 y 74 afios. Se midieron
parametros antropométricos y bioquimicos y se realizé una tomografia axial de térax
y abdomen. Los participantes respondieron cuestionarios estandarizados y
validados para obtener informacion sobre el historial familiar y médico, el consumo
de alcohol y tabaco, los habitos dietéticos y actividad fisica (Villarreal-Molina et al.,
2012).
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5.1.2 Casos

5.1.2.1 Canalopatias

Se incluyeron un total de 67 pacientes, de los cuales 33 individuos fueron
diagnosticados con sindrome de QT largo, 4 con sindrome de Brugada, 6 con
taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica, 14 con disfuncién del nodo
sinusal, 2 con taquicardia ventricular idiopatica, 2 con taquicardia ventricular
monomorfica, 6 con canalopatias menores y no tuvimos casos con sindrome de QT

corto.

5.1.2.2 Cardiomiopatias

Se estudiaron 96 casos de cardiomiopatias, de los cuales 59 fueron diagnosticados
con cardiomiopatia dilatada y los 37 pacientes restantes fueron diagnosticados con

cardiomiopatia hipertréfica.

5.2 Criterios de Inclusioén
A. Controles GEA

Todos los participantes del estudio GEA son mexicanos mestizos en 3 generaciones
y no estén relacionados. Un mexicano mestizo se define como un individuo nacido
en México, descendiente de habitantes de dicha region y con una proporcién
cercana a 56% de genes amerindios, 40% de genes caucasicos y 4% de genes

africanos (Luis-Montoya et al., 2007).

Los participantes del estudio GEA fueron individuos aparentemente sanos y sin
antecedentes familiares de enfermedad arterial coronaria (EAC) prematura,
seleccionados a partir de la poblacion que acude regularmente a los bancos de
sangre (Villarreal-Molina et al., 2012).

B. Casos de canalopatias y cardiomiopatias

Todos los casos fueron reclutados y diagnosticados en el Instituto Nacional de

Cardiologia “Ignacio Chavez” (INCICH) en la Ciudad de México.
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5.3 Criterios de Exclusioén
A. Controles GEA

Los criterios de exclusion incluyeron insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad

hepética, renal, tiroidea u oncoldgica (Villareal-Molina et al., 2012).
B. Casos de canalopatias

Se excluyeron aquellos pacientes que hubieran presentado eventos
cardiovasculares agudos en los tres meses previos al estudio y aquellos que

presentaran anormalidades estructurales en el corazon.
C. Casos de cardiomiopatias

Se excluyeron aquellos pacientes cuya CMD fuera de origen secundario.

5.4 Genotipificacion de los SNPs mediante PCR en tiempo real

Se prepararon diluciones a una concentracion de 10 ng/yL de cada muestra a partir
del DNA extraido por kits comerciales (QIAGEN). La cuantificacion de la
concentracion se realiz6 en un espectrofotdmetro NanoDrop 2000c (Thermo

Scientific).

La determinacién de los genotipos de los SNPs (rs41315493, rs61751489,
rs76371972, rs10801999, rs185788586 y rs45578741) se realizd6 mediante PCR en

tiempo real, utilizando sondas TagMan (Applied Biosystems) (Tabla 4).

Tabla 4. Ensayos utilizados para la genotipificacién de cada uno de los SNPs

Identificador del ensayo

Sl (Assay ID)
rs41315493 C_86460493
rs61751489 C_90123839
rs76371972 C_103776258
rs10801999 C_26680141

rs185788586 Por disefio
rs45578741 Por disefio
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Fundamento de la técnica

El PCR en tiempo real es un método especifico y sensible cuyo objetivo es detectar
y cuantificar las secuencias especificas de acidos nucleicos mediante la reaccion
de PCR y el uso de reporteros fluorescentes en la reacciéon. La emision de
fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de DNA

formado (Tamay de Dios et al., 2013).

Este método sigue el principio conocido como “Transferencia de energia de
resonancia fluorescente” (FRET), el cual consiste en transferir energia de un
donador fluorescente a un aceptor (apagador o quencher). El empleo de sondas
TagMan garantiza la especificidad de la deteccidén de polimorfismos o mutaciones,
ya que se emplean dos fluorocromos (VIC y FAM), uno acoplado a una sonda con
la base correspondiente al alelo comun y el otro a la sonda con la base

correspondiente al alelo raro (Gibson, 2006).

1. DESNATURALIZACION

Primer Fluoréloro Quencher
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Figura 10. Representacion gréfica de la fluorescencia emitida por las sondas TagMan.
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Mientras la sonda no hibride con su secuencia blanco, los fluorocromos acoplados
a la sonda en sus extremos 5" y 3’se encuentran cercanos uno del otro y no se
emite fluorescencia por el fenobmeno de FRET; cuando la sonda hibrida con su
secuencia blanco, la polimerasa hidroliza la sonda en el extremo 5’, logrando que la
fluorescencia emitida por el donador sea capturada por el equipo (Figura 10)
(Becerril-Parra et al., 2015).

Preparacion de la reaccion de PCR en tiempo real

Se prepard en un tubo de 0.6 mL una mezcla de reaccién utilizando 250 pL de
LightCycler® 480 Probes Master (Laboratorios Roche) y 10 pL de sonda TagMan
(Applied biosystems) para 100 pozos. Para controles GEA y casos de canalopatias,
en cada pozo se agregaron 2.6 pL de la mezcla previamente preparada cuidando
de cubrir cada columna con aluminio para evitar su exposicion con la luz; después
se afladieron 2.5 pL de la diluciébn de DNA. Por ultimo, se sell6 la placa con una tapa

adhesiva y se centrifugd a 3000 rpm por 2 minutos.

Para casos de cardiomiopatias, debido a que las muestras de DNA eran recientes,
se utilizé solo 1 uL de la muestra de DNA para las reacciones de PCR en tiempo

real.

Se incluyeron para cada SNP tres controles positivos (uno para cada genotipo) y
tres controles negativos (sin muestra de DNA). Se utilizé el termociclador Light
Cycler 480 1l (Roche, Rotkreuz, Switzerland), utilizando el programa Endpoint
Genotyping (PCR Read 96-Il) y la aplicacién Analysis Endpoint Genotyping para la

determinacion de los genotipos.

5.5 Andlisis estadistico: Equilibrio de Hardy-Weinberg, estudio caso-control
y andlisis in silico

La determinacion del equilibrio de Hardy-Weinberg es importante debido a que
funciona como control de calidad en los estudios de genética de poblaciones.
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El principio del equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) establece que, en una poblacion
suficientemente grande en la que los apareamientos se producen al azar, las
frecuencias alélicas y las frecuencias genotipicas se mantienen constantes de
generacion en generacion, a menos que algun otro proceso (migracion, mutacion o
seleccion) actue sobre ellas. Asi, el equilibrio de HW determina que si p es la
frecuencia de un alelo (A) y q es la frecuencia del alelo alternativo (a) para un locus
bialélico, entonces la frecuencia esperada del equilibrio de HW sera p2 para el
genotipo homocigoto comun (AA), 2pq para el genotipo heterocigoto (Aa) y g2 para
el genotipo homocigoto raro (aa). Las tres proporciones genotipicas deben sumar
1, al igual que las frecuencias alélicas (Edwards, 2008; Hernandez-Rodriguez &
Trejo-Medinilla, 2014).

Se realizo el andlisis del equilibrio de HW, utilizando un programa disponible en
internet (http://ing.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl), donde se calculé el valor de P
empleando una prueba Chi cuadrada (X?). El andlisis de asociaciéon caso-control
para los SNPs estudiados se realiz6 mediante regresiones logisticas, utilizando el
paquete estadistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) version 22.0;
se obtuvieron los valores de OR, el intervalo de confianza (IC) del 95% y se
consider6é como significativo un valor de P<0.05. El analisis in silico se realiz
utilizando SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) un programa disponible en internet
(https://sift.bii.a-star.edu.sg/www/code.html) que predice si una sustitucion de
aminodcido afecta a la funcion de la proteina; SIFT considera la posicion en la que
ocurrié el cambio y el tipo de cambio de aminoacido (Ng & Henikoff, 2003). También
se utilizé el software PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) una herramienta
disponible a través de un servidor web (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), que
predice el posible impacto de las sustituciones de aminoacidos en la estabilidad y
funcién de las proteinas humanas; dicha prediccion se basa en una serie de
caracteristicas que comprenden la secuencia, la informacion filogenética y

estructural de la sustitucion (Adzhubei et al., 2015).
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Para la busqueda en la literatura se utilizé la base de datos ClinVar
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/ clinvar /) que es un archivo publico de acceso
gratuito sobre las relaciones entre las variantes gendmicas y los fenotipos (Harrison
et al., 2016).

6. RESULTADOS

Para este estudio se analizaron un total de 639 participantes de entre 5 y 88 afos
que cumplieron con los criterios de inclusién. De ellos, 476 fueron controles del
estudio GEA, 67 casos de canalopatias y 96 casos de cardiomiopatias. Las
caracteristicas de cada uno de los grupos de estudio se resumen en la Tabla 5,
donde se observa que los casos de canalopatias constituyen un grupo de individuos

jovenes.

Tabla 5. Caracteristicas de la poblacion de estudio

o Sexo
Poblacién de estudio If\;ljad. (afios) H/M
edia = DE
n (%)
Controles GEA 52.64 £ 9.55 224(47) | 252(53)

Casos de canalopatias 24.53 £13.30 33(49) / 34(51)
SQTL 23.90 £ 13.09 12(36) / 21(64)
Casos de cardiomiopatias 47.05+17.88 61(64) / 35(36)
CMD 47.76 + 16.54 40(68) / 19(32)
CMH 45.75 + 20.34 21(57) / 16(43)

La Tabla 6 presenta las frecuencias del alelo menor (MAF) obtenidas para cada uno
de los SNPs en controles y casos, asi como las MAF reportadas en 1000 genomas
para distintas poblaciones del mundo. El SNP rs10801999 (CASQ?2) fue el de mayor
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frecuencia en la poblacion de controles estudiados, con 15.4% y el SNP rs41315493

(SCN5A) fue el de menor frecuencia con 2.6% en esta misma poblacién.

Tabla 6. Frecuencia del alelo menor (MAF) obtenida y reportada para cada SNP en 1000 genomas

MAF reportadas en 1000 genomas Frecuencia del Alelo Menor (MAF)
SNP
Latinos ELroneos Africanos Controles Casos Casos
(MXL) P GEA Canalopatias = Cardiomiopatias
rs41315493
(V1950M) 0.031 0.000 0.005 0.026 0.030 0.052
SCN5A
rs61751489
(V2285I) 0.133 0.017 0.001 0.145 0.136 0.182
NOTCH1
rs76371972
(R1608H) 0.094 0.001 0.001 0.075 0.075 0.101
NOTCH1
rs10801999
(V76M) 0.141 0.003 0.002 0.154 0.172 0.167
CASQ2
rs185788586
(R1889C) 0.062 0.001 0.000 0.074 0.068 0.073
CACNA1C
rs45578741
(R106C) 0.109 0.004 0.001 0.142 0.172 0.211
TCAP

En la Tabla 7 se muestran los resultados de la genotipificacion para cada SNP en
controles del estudio GEA y en casos, obtenidos mediante PCR en tiempo real;
también se incluyen los genotipos esperados. Se analizé el equilibrio de Hardy-
Weinberg para cada uno de los SNP en casos y en controles; los valores de P
obtenidos se muestran en la Tabla 7. Dos de los SNPs no se encontraron en
equilibrio de HW: el SNP rs76371972 en controles y el SNP rs185788586 en casos
de cardiomiopatias.
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Tabla 7. Frecuencia genotipica, genotipos obtenidos y esperados en la poblacién de estudio y

SNP

rs41315493
(V1950M)
SCN5A

rs61751489
(V2285I)
NOTCH1

rs76371972
(R1608H)
NOTCH1

rs10801999
(V76M)
CASQ2

rs185788586
(R1889C)
CACNAILC

rs45578741
(R106C)
TCAP

equilibrio de Hardy-Weinberg de los seis SNPs seleccionados

Controles GEA
(% Frecuencia)

Genotipos
obtenidos/esperados
n=476

(94.79)
CC a3743731
(5.21)
CA 24/23.38
(0.00)
= 0/0.31
Total 461
(74.05)
CC  351/346.90
(23.00)
€T 109/117.20
(2.95)
T 14/9.90
Total 474
(86.29)
CC 40940566
(12.45)
cT 59/65.68
(1.26)
Ly 6/2.66
Total 474
(72.21)
CC 34334022
(24.84)
cT 118/123.56
(2.95)
vr 14/1.22
Total 475
(85.89)
CC 408/40758
(13.47)
cT 64/64.84
(0.64)
vy 3/2.58
Total 475
(73.21)
CC 347348561
(25.10)
€T 11911578
(1.69)
v 8/9.61
Total 474

Casos

(% Frecuencia)
Genotipos
obtenidos/esperados

Canalopatias
n=67

(93.94)
62/62.06
(6.06)
4/3.88
(0.00)
0/0.06
66

(75.76)
50/49.23
(21.21)
14/15.55
(3.03)
2/1.23
66
(84.85)
56/56.38
(15.15)
10/9.24
(0.00)
0/0.38
66
(70.15)
47/45.97
(25.37)
17/19.05
(4.48)
3/1.97
67
(86.36)
57/57.31
(13.64)
9 (8.39)
(0.00)
0/0.31
66
(67.16)
45/45.97
(31.34)
21/19.05
(1.50)
1/1.97

67

Cardiomiopatias
n=96

(89.58)
86/86.26
(10.42)
10/9.48
(0.00)
0/0.26
96
(67.71)
65/64.19
(28.12)
27/28.62
(4.17)
4/3.19
96
(81.91)
77/75.96
(15.96)
15/17.08
(2.13)
2/0.96
94
(68.75)
66/66.67
(29.17)
28/26.67
(2.08)
212.67
96
(87.50)
84/82.51
(10.42)
10/2.98
(2.08)
2/0.51
96
(61.05)
58/59.21
(35.79)
34/31.58
(3.16)
3/4.21

95
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Equilibrio de Hardy-Weinberg

Controles
GEA

0.566

0.128

0.027

0.327

0.777

0.544

Casos
Canalopatias

0.800

0.419

0.505

0.378

0.552

0.403

Casos
Cardiomiopatias

0.590

0.579

0.238

0.624

0.025

0.455



La Tabla 8 presenta los resultados del andlisis de asociacion a canalopatias,
mediante una regresion logistica ajustada por edad y sexo y una prueba exacta de
Fisher; en ambas se utilizé6 un modelo dominante. Como se puede observar en esta

tabla, no encontramos diferencias significativas para ninguno de los SNPs.

Tabla 8. Andlisis de asociacion de los SNPs a canalopatias

SNP OR IC P* P"

rs41315493
(V1950M) 0.587 0.104-3.313 0.768 0.547
SCN5A

rs61751489
(V22851) 0.737 0.271-2.005 0.881 0.550
NOTCH1

rs76371972
(R1608H) 1.446 0.465-4.496 0.707 0.524
NOTCH1

rs10801999
(V76M) 1.454 0.567-3.728 0.772 0.436
CASQ2

rs185788586
(R1889C) 0.626 0.183-2.141 1.000 0.455
CACNA1C

rs45578741
(R106C) 0.586 0.222-1.545 0.308 0.280
TCAP

P*. Exacta de Fisher; P": Regresion logistica bajo un modelo dominante, ajustado por edad y sexo.

La Tabla 9 muestra los resultados del analisis de asociacién a SQTL empleando un
modelo dominante. Se observa que la variante del gen CASQ2 presenta una
tendencia de asociacion a SQTL, con un valor de OR de riesgo (OR=2.415) y un
valor de P =0.077; sin embargo, al ajustar por edad y sexo esta tendencia observada
se pierde (P=0.151).
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Tabla 9. Analisis de asociacion de los SNPs a SQTL

SNP OR IC pP* P"

rs41315493
(V1950M) 0.313 0.023-4.251 1.000 0.383
SCN5A

rs61751489
(V2285I) 1.487 0.454-4.878 0.105 0.512
NOTCH1

rs76371972
(R1608H) 0.989 0.220-4.441 0.441 0.989
NOTCH1

rs10801999
(V76M) 2.415 0.724-8.052 0.077 0.151
CASQ2

rs185788586
(R1889C) 0.723 0.159-3.296 1.000 0.675
CACNA1C

rs45578741
(R106C) 1.097 0.339-3.554 0.232 0.877
TCAP

P*: Exacta de Fisher; P": Regresion logistica bajo un modelo dominante, ajustado por edad y sexo.

En la Tabla 10 se presentan los resultados del andlisis de asociacion a
cardiomiopatias empleando un modelo dominante. La variante del gen SCN5A
presentd una tendencia de asociacion a cardiomiopatias (OR: 2.217) con una
P=0.061; esta tendencia se mantuvo después de ajustar por edad y sexo (P=0.056).
La variante del gen TCAP también se asocio a riesgo de desarrollar cardiomiopatias
(OR: 1.725) con una P significativa de 0.025, la cual, de manera interesante al

ajustar por edad y sexo, mantuvo su significancia (P=0.029).
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Tabla 10. Andlisis de asociacion de los SNPs a cardiomiopatias

SNP OR IC pP* P"

rs41315493
(V1950M) 2.217 0.979-5.018 0.061 0.056
SCN5A

rs61751489
(V2285I) 1.308 0.791-2.164 0.209 0.296
NOTCH1

rs76371972
(R1608H) 1.329 0.718-2.458 0.264 0.365
NOTCH1

rs10801999
(V76M) 1.199 0.722-1.990 0.535 0.483
CASQ2

rs185788586
(R1889C) 0.955 0.474-1.922 0.748 0.897
CACNA1C

rs45578741
(R106C) 1.725 1.056-2.819 0.025 0.029
TCAP

P*: Exacta de Fisher; P": Regresion logistica bajo un modelo dominante, ajustado por edad y sexo.

La Tabla 11 presenta los resultados del estudio de asociacién a CMD bajo un
modelo dominante, donde se observa que la variante del gen SCN5A presentd una
tendencia de asociacion a riesgo de CMD (OR: 2.402) con una P=0.071, que

después de ajustar por edad y sexo, mantuvo este comportamiento (P=0.067).
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Tabla 11. Analisis de asociacion de los SNPs a CMD

SNP OR IC p* P"

rs41315493
(V1950M) 2.402 0.940-6.135 0.071 0.067
SCN5A

rs61751489
(V2285I) 1.306 0.713-2.389 0.438 0.387
NOTCH1

rs76371972
(R1608H) 1.641 0.813-3.309 0.166 0.167
NOTCH1

rs10801999
(V76M) 1.179 0.639-2.176 0.878 0.598
CASQ2

rs185788586
(R1889C) 1.239 0.570-2.695 0.843 0.589
CACNAI1C

rs45578741
(R106C) 1.613 0.893-2.914 0.166 0.113
TCAP

P*: Exacta de Fisher; P": Regresioén logistica bajo un modelo dominante, ajustado por edad y sexo.

De igual manera se realiz6 el estudio de asociacion a CMH, empleando un modelo
dominante como se muestra en la Tabla 12. La variante del gen TCAP se asoci6 a
riesgo de CMH (OR: 2.054) con una P significativa de 0.033; sin embargo, al realizar
el ajuste por edad y sexo, esta variante presentd una tendencia de asociacion a
CMH (P=0.064).
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Tabla 12. Analisis de asociacion de los SNPs a CMH

SNP OR IC pP* P”

rs41315493
(V1950M) 1.703 0.461-6.289 0.442 0.424
SCN5A

rs61751489
(V2285I) 1.361 0.619-2.997 0.247 0.443
NOTCH1

rs76371972
(R1608H) 0.89 0.297-2.666 1.000 0.835
NOTCH1

rs10801999
(V76M) 1.196 0.543-2.631 0.347 0.657
CASQ2

rs185788586
(R1889C) 0.452 0.104-1.962 0.455 0.289
CACNA1C

rs45578741
(R106C) 2.054 0.960-4.399 0.033 0.064
TCAP

P*:. Exacta de Fisher; P": Regresion logistica bajo un modelo dominante, ajustado por edad y sexo.

Por ultimo, se realiz6 el andlisis in silico de la posible implicacion funcional de los
SNPs estudiados, utilizando dos programas diferentes (Sift y Polyphen-2) (Tabla
13). También se hizo una busqueda en la literatura de los 6 SNPs estudiados y su

asociacion a entidades clinicas, utilizando la plataforma ClinVar (Tabla 13).
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Tabla 13. Andlisis in silico y reportes en la literatura

SNP SIFT POLYPHEN ClinVar
Sindrome de QT largo
rs41315493 Probablemente 2
(V1950M) Dafiina fibrilacion auricular

SCN5A dafiina Fenotipo
cardiovascular

rs61751489 Sindrome Adams-

\V2285I Benigna Benigna Ollver. 5
( 9 9 Fenotipo
NOTCH1 cardiovascular
rs76371972 Sindrome Adams-
(R1608H) Benigna Benigna I(:)e“r\llgtripso
NOTCH1 cardiovascular
rs10801999 TVPC
enigna enigna enotipo
(V76M) Beni Beni F i
CASQ2 cardiovascular
Sindrome de Timothy
rs185788586 SQTL
(R1889C) Benigna Progzg'ierr‘]‘:me SBr
CACNA1C 9 Fenotipo
cardiovascular
rsf;fggg;fl Dafiina Probablemente CMD
TCAP dafina CMH
7. DISCUSION

El estudio de las ECV ha sido de especial interés por ser un grave problema de
salud en México y en el mundo. Estas enfermedades tienen un origen multifactorial,
es decir, surgen como resultado de la interaccion de multiples variantes genéticas y
diversos factores ambientales, por lo que estudios de identificacion de genes o
polimorfismos genéticos involucrados en la susceptibilidad, permitiran definir

mejores estrategias de diagnostico y nuevos blancos farmacologicos.

Los SNPs son la sustitucién de una base del DNA por otra en un determinado sitio,

se distinguen principalmente de las mutaciones por su frecuencia y representan las
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variantes genéticas mas comunmente encontradas en el humano; su vinculacion
con enfermedades es motivo de investigacion ya que en ocasiones pueden afectar
el fenotipo de la enfermedad. Los SNPs que se encuentran en regiones codificantes
se subdividen en sinénimos (si el cambio de nucleétido no cambia el aminoacido) y
no sinénimos (si el cambio de nucleétido cambia el aminoacido) lo que pudiera estar
afectando la funcién de la proteina (Ramirez-Bello et al., 2013). Es por ello, que el
estudio de la participacion de la variacion genética en la predisposicion a estas
enfermedades ha cobrado nuevas dimensiones en la era genémica (De Ledn-Ojeda
et al., 2013; Portilla et al., 2014).

Se han reportado diversos estudios en poblaciones caucéasicas, asiaticas y
africanas, pero hay pocos datos en poblacién mexicana. La poblacién mexicana al
ser resultado de una mezcla de europeos, nativos americanos y un pequefio
porcentaje de ancestros de origen africano (1-3%) hace necesario el estudio de la
genética de las enfermedades en esta poblacion (Ramirez-Bello et al., 2013;
Weissglas-Volkov et al., 2013).

Este estudio proporciona por primera vez informacion acerca de la participacion de
6 SNPs no sin6bnimos de alta frecuencia en latinos con la susceptibilidad a

desarrollar canalopatias y cardiomiopatias en poblacion mestiza mexicana.

La frecuencia del alelo menor (MAF) se define como la frecuencia con la que
aparece el alelo secundario, en un determinado locus, dentro de una poblacién
(Turner et al., 2011). Las MAF obtenidas para cada uno de los seis SNPs en los
controles de GEA fueron similares a las reportadas en 1000 genomas en poblacion
Mexico-Americana (MXL) y al compararla con las frecuencias reportadas para
europeos y africanos, se puede observar que en estas poblaciones, los 6 SNPs
tienen una frecuencia mucho mas baja (Tabla 6). EI SNP rs10801999 (V76M-
CASQ2) y el SNP rs45578741 (R106C-TCAP) fueron los mas frecuentes en casos
de canalopatias (17.2%) vs controles (15.4% y 14.2%), mientras que los SNPs
rs41315493 (V1950M-SCN5A) y rs45578741 (R106C-TCAP) fueron mas frecuentes
en casos de cardiomiopatias (Tabla 6).
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Antes de realizar el andlisis de asociacion, se determind silos SNPs se encontraban
en equilibrio de Hardy-Weinberg para el grupo control y para los grupos de casos.
Para comprobar si una poblacién esta en equilibrio de HW es necesario comparar
las frecuencias observadas para cada uno de los genotipos con las frecuencias
tedricas esperadas y aplicar la prueba estadistica de Chi cuadrada para determinar
si hay o no diferencias significativas (Turner et al., 2011). En general, 4 de los 6
SNPs genotipificados por PCR en tiempo real estan en equilibrio de HW como se
observa en la Tabla 7, puesto que los valores de P obtenidos fueron superiores a
0.05. EI SNP rs76371972 no estuvo en equilibrio de HW en el grupo de los controles
de GEA (P=0.027) y el SNP rs185788586 no estuvo en equilibrio de HW en el grupo
de casos de cardiomiopatias (P=0.025). Al comparar los genotipos obtenidos con
los esperados como se observa en la Tabla 7, el SNP rs76371972 obtuvo un exceso
de homocigotos raros y una falta de heterocigotos, lo mismo sucede para el SNP
rs45578741. La determinacion del equilibrio de HW es importante para el control de
calidad en los estudios genéticos, por lo tanto, la desviacion del equilibrio sugiere
en primera instancia un posible error de genotipificacion. En ambos casos se
tomaron al azar muestras de los tres genotipos y se analizaron nuevamente por
PCR en tiempo real; los genotipos obtenidos en estos segundos ensayos fueron
idénticos a los obtenidos en los primeros; por lo tanto, se descarté un error de
genotipificacion. La desviacion del equilibrio en controles sugiere que la muestra
esta sesgada o que el tamafio de muestra no es representativo de la poblacién; en
cambio, en la muestra de casos, la desviacién del equilibrio de Hardy-Weinberg
puede ser indicativo de que el polimorfismo pudiera estar asociado con la
enfermedad (Tian et al.,, 2008; Turner et al., 2011). Sin embargo, para ambos
polimorfismos es necesario aumentar el tamafio de la muestra para observar si se

mantiene esta desviacion del equilibrio de HW o no.

Como se muestra en la Tabla 8, no se encontré asociacion de ninguno de los 6
SNPs analizados a canalopatias, l0 que sugiere que estas variantes analizadas no
contribuyen al desarrollo de estas enfermedades en la muestra de poblacién
mexicana estudiada. Sin embargo, al realizar el andlisis de asociacion

especificamente a SQTL (Tabla 9), la variante V76M del gen CASQ2 presento un
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valor de P con tendencia a la significancia (P=0.077), pero cuando se ajustd por
edad y sexo, esta tendencia se perdié (P=0.151). Es necesario aumentar el tamafio
de la muestra, considerando que solo son 33 los pacientes con SQTL. El gen
CASQ2 ha sido asociado previamente a TVPC (Figura 4); este gen codifica para la
calsecuestrina cardiaca, la cual actta como una importante proteina de
almacenamiento de Ca?* en el reticulo sarcoplasmico (SR) de los cardiomiocitos y
participa en procesos de acoplamiento de excitacion-contraccién del masculo. En la
Tabla 13 se observa que la variante V76M de CASQ2 es considerada benigna, de
acuerdo al andlisis realizado en los programas Polyphen-2 y SIFT; sin embargo, es
posible que pudiera tener un papel en la duracién del intervalo QT, debido a que
este cambio se encuentra en el dominio Il, especificamente en la hélice a-3 de la
calsecuestrina, donde la cadena lateral de V76 es de naturaleza anfipatica y al
interactuar con sus residuos hidréfobos (L72 y 175), pudiera contribuir a esta
interaccidon de tipo hidréfoba. Se ha reportado que la variante V76M afecta la
conformacion local del mondmero y del dimero, dada la naturaleza extendida de la

metionina causando una perturbacion funcional de la proteina (Kim et al., 2007).

Al realizar el estudio de asociacion a cardiomiopatias, se observa en la Tabla 10
que la variante V1950M del gen SCN5A present6 tendencia de asociaciéon
(P=0.061) y que al realizar un andlisis especifico de asociacion de esta variante a
CMD, se obtuvo un valor de P=0.071 (Tabla 11). EI gen SCN5A codifica para la
subunidad a del canal de sodio cardiaco principal (Navis), que se sabe es
responsable de mantener la funcién normal de la corriente de sodio hacia el interior
de la célula (Ina), la cual es la mas importante en la fase de despolarizacion rapida
en cardiomiocitos. Es bien sabido que variantes genéticas en SCN5A estan
involucradas en una serie de canalopatias cardiacas hereditarias (Figura 4); estas
variantes también se encuentran relacionadas con disfuncion contractil del
miocardio, con CMD vy la insuficiencia cardiaca. La variante V1950M se ubica en
una region conservada del canal de sodio en el dominio C- terminal (CTD) que es

importante para la inactivacion del canal (Shinlapawittayatorn et al., 2011). Este
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cambio no sinénimo es de naturaleza dafiina (Tabla 13) segun el analisis in silico
realizado en dos programas diferentes (Sift y Polyphen-2); dicho dafio pudiera estar
causado por el grupo tioéster incluido en la estructura de la metionina, lo que pudiera
estar afectando la funcionalidad de la proteina. Varias hipotesis vinculan las
alteraciones en la conductividad del sodio al desarrollo de la CMD, esto como
resultado de arritmias provocadas por la pérdida de funciébn de la proteina
ocasionando que las fibras musculares presenten atrofia, cardiomiopatia dilatada y
posteriormente insuficiencia cardiaca (te Riele et al., 2017). Estos hallazgos
proponen que la variante V1950M estd probablemente implicada con la
susceptibilidad a CMD; sin embargo, es necesario aumentar el tamafio de la
muestra para confirmar estos resultados y también se necesitan realizar analisis
funcionales para conocer el papel de esta variante en el desarrollo de CMD. Este
hallazgo podria tener importantes implicaciones en la comprension de esta
enfermedad, sugiriendo asi que los polimorfismos puedan transformarse en

posibles blancos para futuras intervenciones terapéuticas (Berne et al., 2012).

Por otra parte, la variante del gen TCAP (R106C) se asocid a riesgo de
cardiomiopatias con un valor de P de 0.025 (Tabla 10) y al realizar el andlisis
especifico a CMH, la asociaciéon conservé su significancia (P=0.033) (Tabla 12).
Este gen codifica para una proteina llamada teletonina, la cual es una proteina
esencial de unién al disco Z para la organizacion estructural del sarcomero cardiaco
y de estiramiento del cardiomiocito. Este cambio no sinbnimo es de naturaleza
dafiina (Tabla 13), debido al cambio de aminoacido de una arginina (caracter
basico) por cisteina (polar) que pudiera estar afectando la conformacién de la
proteina y, por ende, su actividad biolégica. Se han reportado otras variantes
genéticas asociadas con CMH en TTN (titina) y TCAP (teletonina) previamente; adn
no se sabe como este cambio (R106C) pudiera estar afectando molecularmente
(Braunwald, 2017; Hayashi et al., 2004), por lo cual es necesario realizar estudios
funcionales para entender su posible efecto sobre la actividad de la proteina.
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Por ultimo, se buscaron las posibles asociaciones de estas 6 variantes en la
literatura y se encontré que todas las variantes ya han sido implicadas previamente

con eventos cardiovasculares (Tabla 13).

Esta es la primera vez que se identifican SNPs con posible asociacion a
canalopatias y cardiomiopatias en poblacion mexicana. Aunque es necesario
ampliar el tamafio de la muestra y realizar estudios funcionales, estos resultados
aportan una primera aproximacion sobre la variacion genética involucrada en la

susceptibilidad a estas enfermedades en la poblacién mestiza mexicana.

8. CONCLUSIONES

e De las 6 variantes estudiadas, se encontr6 que 3 presentan posible
asociacion a canalopatias o cardiomiopatias en poblacién mestiza mexicana.

e ElI SNP rs45578741 del gen TCAP se asocio significativamente a
cardiomiopatias, particularmente con CMH.

e EISNP rs41315493 del gen SCN5A present6 una tendencia de asociacion a
cardiomiopatias, particularmente a CMD.

e EISNP rs10801999 del gen CASQ2 presentd una tendencia de asociacion a
SQTL.
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Proyeclo: Estudio Clinico y Gendmico de la Insuficiencia Cardiaca, Arritmias
y la Muerte Suabita, Causadas por Cardiomiopatias y Canalopatias
Arritmogénicas en Pacientes Mexicanos.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Invitzcion & participar y descripcion del proyecto

Estimado Sr. (2), se le hace una cordial invitacidn a participar en &l proyecio con el
titulo mencionada

For favor, tome todo el tiempo que sza neceserio pare leer este formato, pregunte
y hable de este proyecio a familiares, amigos y 1ambién si prefiere & su medico de
conflanza.

Objetivas del estudio

El proposito es identificar las mutaciones en los genes descritos como causales ce
Cardiomiopatias y Canalopatias de tipo Genético, mediante sscuenciacion ce
segundz generacidn, en pacientes mexicanos diagnosticados con Cardiomiopatia
Diiatada, Hipertrafica ¢ Canalopatias de origen familiar o idicpatica en 2! Inslitulo
Nacional de Cardiologia v Cenirc Médico Nacional 20 de Noviembre y buscar
correlaciones fenatipa-genatipo.

Descripeidn de la invastigacién
Colecta de muastras v de informacion medica

. Se le tomarz una muestra de sangre de 10 ml (equivalents = das
cucharadzas) de una vena da su braro

. También se cclaectara informacicn de su expecdiente clinico que incluirg su
edad, dizgnostico, historial dg enfermedaces, lratamientos meadiccs v respuesta a
tratamientes.

;Cama se marearan mis muestras y registros medicas™?

; Los te)idos, muestras de sangre v registros medicos seran marcauos con Ln
codigo (codificadcs) para su seguimiento v con el fin de mantener Iz
confidencialidad.

Svamente |z Dra. Alessandra Carnevale investigadora dei Instituto
Nacional de Medicina Genomica, responsabie dal proyecto tendra la informacion
g& permita asociar este cedigo con suU nomore y sus datos persorales.

P s Mo 4305, Col Speval Tepequn, e

sian T hilpein, Moo, DUF C8 1ae i) Tob 33557 513
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¥ Todos los datos iniciales serén depoesitados en una base de datos segura,
donde nadie que no esté autorizado pedra tener acceso a su informacian.

* Solamente un reducido grupo de investigadores y médicos autorizados, gue
se han comprometide a proteger los datos de los participantes en el estudio,
tendrén acceso a la base de datos.

A donde iran mis muestras e informacion?

. Las muestras codificadas, es decir, no identificadas por nombre, seran
procesadas en el Departamento de Biclogia Molecular del Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chévez para exiraer su material genético (DNA) y en el
Institutce Nacicnal de Medicina Gendmica donde tambien se extrasra DNA. Una
vez procesadas las muestras, las que se obtuvieron en El Institutc Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez, seran separadas en dos partes, una de eilas sera
guardada en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez y otra en el
Institute Nacional de Medicina Gendmica, los cuales cuentan con el equipo y el
personal capacitado para mantener el resguardo de sus muestras y de su
informacidn personal

. S6lo en caso de ser requerido, enviariamos una fraccién limitaca de su
material genétice (ADN) a algin pafs que cuente con la tecnologia para realizar
algunos andlisis, para los que no contamos en México con lz tecnologia necesaria.
Este material siempre tendra seguimiento por uno o mas de los investigadores
mexicanos asociados al estudio.

‘ Haremos todos los esfuerzos posibles para maniener sus datos
confidenciales. Solo un grupo pequefio de investigadores tendran acceso a los
datos. Estos investigadores firmaran una carta de confidencialidad que los obliga a
mantenar sus datos resguardados y a no divulgar su informacion persanal.

¢ En donde se depositaran los resultados de los analisis del estudio?

4 Los resultados del estudio seran analizados par los investigadores
participantes y se publicaran en articulos cientifices para que otros investigadcres
y médicos tengan acceso g la informacion que les sera Util en el diagndstico y
tratamiento de otros pacientes con esta enfermedad. En ningun casc se podra
identificar a ningunc de los o las pacientes del estudio.

. Los datos particulares como nombre o direccion, no esiaran digponibles.

Periferics Sur No, 4809, Col Avenad Tepepan, Delesacian Tlalpan, BMésico, 1D, O F 12010, [eb 52(55) 5350 1900
(hid 2 I L

wwav.inmegen.gob.mx
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. Los datos codificados de su expedients clinico estaran disponibles
saolamente z otros investigadores interesados que hayan recibido aprobacion por
parte de lcs responsables del estudio y nunca con fines comerciales.

;Seré contactado(a) de nueve en el futuro?

y Si se requiere abtener informacion adicional acerca de su estado de salud, -
una persana del Instituto Nacional de Medicina Gendmica, del Institutc Nacicnal

de Cardiclogia o del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre lo contactara para

realizarle un cuestionario acerca de su estado ce salud.

¢ Tiene algun costo participar en el estudio? ; Se me pagaré por participar?

. No tiene ningun costo su participacion en el estudio.
. No recibiré ningun pago, ni incentivas par la participacién en el estudio.
J Las muestras de tgjido y su informacion seran utilizadas dnicamente para

fines de investigacion y en ningdn momento seran utilizadas con fines
comerciales.

» Se lg daran los resultadcs de las pruebas de laberatorio y examenes de
gabinete que se le lleguen a rezlizar dentro del proyecio.

. El uso de su muestra puede dar como resultado invenciones vy
descubrimientos gue pusden convertirse en la base de nuevos procedimientos de
diagnostico o de agentas terapéuticos. En algunos casos, estas invenciones y
descubrimientos pueden tener un valor comercial y pueden ser pateniados para
desarrollar nuevos productos médicos gue estarian dispenibles comercialments.
Sin embargo, no existe ningun plan para que los donadores de muestras se
beneficien de estas ganancias.

¢, Cudles son los beneficios que obtengo por participar en el estudio?

. El beneficio mas importante por su participacion en el estudio es que se
pueda identificar si su enfermedad se debe a una causa gengtica que se pueda
diagnosticar con técnicas moleculares. En ese caso, se podré estudiar a sus
familiares cercanos aunque no tengan sintomas de la enfermedad y saber si
tienen la misma alteracion, para poder darles seguimiento con el 7in de gue
reciban la atencidon mas oporiuna y se eviten las complicaciones, Ademas, su
participacion aportara nuevos conocimientos sobre esta enfermedad y ayudara a
otros pacientes afectados por la misma en México.

!

Periféries Sur No, 4809, Cal Arcnal Tepepar, Delcmsion Tl pian. Mcexico, DLE., CUF. 12670, Tel: 52 0580 <350 7K

www.ismegen.gob.mx
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. Usted recibira un repcrte personal acerca de la alteracion genética que se
encuentre en su muestra cuando, a través de esta investigacion tengamos
resultados validados y certeros.

¢Cugles son los riesgos posibles a los que me enfrente por participar en el
estudio?

A La toma de muestra de sangre tiene riesgos minimos asociedos a cualquier
recoleccién de sangre, tales ceamo una ligera molestia en el sitic donde ésta se
obtiene, comezén, sangrado leve, hematoma (moretdn), mareo; vy en raras
ocasiones una infeccion. Por esta razon, la toma de muestra se hara con egquipo
totalmente nuevo v esterilizado y serd realizado par personas capacitadas para
ello.

¢Donde se almacenard mi muestra®?

. Su muestra de sangre y ADN seran resguardadas en los biorepositorios del
Instituta Nacicnal de Medicina Genémica y del Instituto Nacional de Cardiologia
lgnacio Chavez.

' La muestra podra ser utllizada para futuros estudics de cualquier
enfermedad importante, incluyendo estudios genéticos y podran ser compartidas
con ctros |aporatorics de investigacion que estudien la cardiomicpatia dilatada u
otra enfermedad relacicnada con la misma. Las muestras seran guardadas
indefinidamente.

. Toda la informacion identificable acerca de sus datos personales sera
eliminada del espécimen, ya que su muestra vy datos seran identificados por un
cédigo. Se mantendra confidencialidad sobre la informacién de su historial clinico.

¢+ Puedo retirar mis muestras del estudio?

. Una vez que sus muestras e informacion haya sido codificada y analizada,
0 depositada en las bases de datos, nc sera posible retirar sus muestras y datos
del estudio. Por razones de biocseguridad su muestra nc le puede ser davuelta bajo
ninguna circunstancia.

. Usted es libre de decidir si desea participar 0 no sn este estudio de
investigacion. Si decide no participar esto no afectara su relacian con los médicos
del Instituto Nacional de Cardiclogia Ignacio Chavez, Centro Médico Nacional 20
de Neviembre, ni con el Instituto Nacional de Medicina Gendmica. Si decide
participar, puede cambiar de opinién y retirarse del estudio en el memento que lo

5
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decida. En este caso, por disposicion legal, ademas ce sus muestras de sangre, &l
ADN vy todos los datos clinicos ligados a la muestra recabada para este estudio
seran destruidos.

¢,Donde puedo acudir si requiero mayor infermacian acerca del estudio?

Fue necesaric utilizar lengugje técnico en este formato de consentimiento
informado. Por faver, solicite que le expliguen cualquier cosa gue no entienda vy
coniestaremos todas sus preguntas.

Si tiene preguntas en el futuro acerca de este proyecio o si liene problemes
relacionados con el estudic, puede contactar al investigador a cargo:

Dra. Alessandra Carnevale Cantoni al telefonc 53 50 19 00, ext 1209 ¢ al correo
elecirénico acarnevale@inmegen.gob.mx INMEGEN

Su participacion es absolutamente voluntaria. La decision de participar o no en
este estudio mediante la donacion de su 10 ml de sangre venosa periférica e
informacidén meédica depende solamente de usted.

Sin importar si usted decide o no participar, su decision no afectara de ninguna
forma el tratamiento médico que usted esté recibiendo.

Nembre del paciente: Edad:

Registro: Comentarios:

Diagnaostico
Fecha:

Consentimiento para participar en el estudio:

Fara contar con su participacion en el estudio titulade Estudio Clinico y Gendmico
de la Insuficiencia Cardiaca, Arritmias y la Muerte Subita, Causadas por
Cardiomiopatias y Canalopatias Arritmogénicas en Pacienies Mexicanos., debe
usted estar dz acuerdo con todos los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en donar de forma voluniaria una muestra de sangre de 10 ml,
sefiglados en esta Carta, para este y otros estudios de investigacion sobre
Cardiomiopatias Dilatada, Hipertrdfica y Canzalopatias.

¥
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- Estoy de acuerdo en que se colecte informacion de mi expediente médico
para ser Utilizado en este y otros estudios de investigacion sobre Cardiomiopatias
y Canalcpatias.

. Entiendo que la informacién médica y genética sera codificads y asi podra
ser useda para este y para otros estudios de investigacion.

. Entiendo que, aunque muy poco probable, existe un pequerio riesgo que mi
informacicn genética pueda ser decodificada y usada para identificarme.

] Estoy de acuerdo en que se me contacte en el futuro, si el estudio recuiere
colectar informacién adicional acerca de mi estado de salud o solicitar su
aprcbacion para el usc de mis muestras en estudios adicionales no relacionados
con la investigacion sobre Cardiomicpatias y Canalopatias.

. Esta Carta de Consentimientc se esta firmando por triplicado, una se
quedara en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, otra se quedara
en el Instituto de Medicina Gendmica y una sera para usted.

Por favor firme, ascriba su nombre vy la fecha si esta usted de acuerdo con lo
anterior.

Nombre del participante y firma del participante Fecha
Nambre, firma y direccion del testigo 1 (relacion con el paciente) Fecha

Nombre, firma y direccion del tastigo 2 (relacién con el paciente) Fecha

Nombre y firma del Investigador Feche
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obtencion de muestras biolégicas
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México, Distrito Federal, a

Yo, 3
numero de registro y de edad, manifiesto que:

con

Se me ha explicado y he leido ! documento sobre Consentimiento Informado. que
tambien leyeron mis papas (tutores o representante legal). Se me explicd el
proposita del estudio y el beneficio que podria tener, también se me explicaron las
posibles dificultades (riesgos) que podrian prasentarse.

He recibido la explicacion de mi médico tratante y/o investigador del proyecto, asi
como apoyo de mis padres y/o tutores, y en todo momento se me ha preguntado
mi opinidn y se na respetado mi decision.

Entiendo que la informacién médica que proporcione y la toma de muestras de
sangre es voluntaria y que puedo negarme en cualquier momentc y, aun
empezada el estudio me puedo retirar del proyecto. Fui informado de las medidas
que se tomaran para proteger mi salud y la confidenciglidad de mi infarmacién.

Por lo tanto, otorgo mi asentimiento para participar en el proyecto de investigacion
en los términos referidos en el Consentimiento Informado.

Nombre Fecha

(Firma del menor de edad, y huella dactilar impresa)

Nombre y firma del padre o tutor

Nombre y firma de la madre o tutora

Nombre y firma investigador
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