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Resumen

Las Cardiopatias Congénitas se constituyen como las malformaciones mas frecuentes en los recién nacidos vivos.
Dentro de las complicaciones mas frecuentes, las arritmias suelen ser la principal causa de muerte stbita. Una
gran parte de estas malformaciones responden a bases genéticas, por lo cual se han identificado diferentes genes
mediante técnicas de biologia molecular, cuyas variantes estarian implicadas en su presentacion. Con el objetivo
de establecer la relacion entre los estudios de biologia molecular en el diagnéstico y abordaje de las Cardiopatias
Congeénitas, se realiz6 en un paciente masculino de 12 afios con cuadro clinico de arritmia y antecedentes familia-
res de muerte subita y temprana, un estudio de biologia molecular mediante la técnica de secuenciacion exémica
completa y andlisis bioinformatico mediante tecnologia In silico para el estudio de genes asociados a cardiopatias
congénitas; los datos obtenidos fueron analizados por estudio computacional para complementar el estudio mole-
cular y evaluar la relacion con el cuadro clinico del paciente. Se logro la identificacién de 4 variantes patogénicas
en 3 genes asociados a cardiopatias; el analisis computacional permiti6 la caracterizacion de las variantes iden-
tificadas, y se pudo establecer una precisa correlacion fenotipo — endotipo - genotipo. A partir de los resultados,
se resalta la utilidad de este tipo de estudios para el analisis de variantes genéticas y su impacto en la salud de los
pacientes, destacando la necesidad de establecer una medicina personalizada, que permita el adecuado y dirigido
manejo transdisciplinario, aminorando el impacto y la morbimortalidad.
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Abstract

Congenital Heart Diseases are the most frequent malformations in live new-borns. Among the most frequent
complications, arrhythmias are usually the main cause of sudden death. A large part of these malformations res-
pond to genetic bases, which is why different genes have been identified by molecular biology techniques, whose
mutations would be involved in their presentation. With the aim of establishing the relationship between molecu-
lar biology studies in the diagnosis and approach to Congenital Heart Diseases, a 12-year-old male patient with
arrhythmia clinical picture and a family background of sudden and early death was performed, a biology study
molecular by means of the complete exome sequencing technique and bioinformatics analysis by means of “In si-
lico” technology for the study of genes associated with congenital heart diseases; the data obtained were analysed
by computational study to complement the molecular study and evaluate the relationship with the clinical picture
of the patient. The identification of 4 pathogenic variants in 3 genes associated with heart disease was achieved;
the computational analysis allowed the characterization of the identified variants, and a precise phenotype — en-
dotype — genotype correlation could be established. From the results, the usefulness of this type of studies for the
analysis of genetic variants and their impact on the health of patients is highlighted, highlighting the need to es-
tablish a personalized medicine, which allows for adequate and directed transdisciplinary management, reducing
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the impact and morbidity and mortality

Keywords: Abnormalities, death sudden, arrhythmias, gene expression, genetic variation. (DeCS).

Introduccién

Las Cardiopatias Congénitas se constituyen como las
malformaciones mas frecuentes en los recién nacidos
vivos, se estima que aproximadamente 8 x 1000 recién
nacidos vivos en el mundo son portadores de una car-
diopatia congénita, lo que determina en gran medida la
mortalidad de este grupo etario (1). Dentro de las com-
plicaciones mas frecuentes, las arritmias suelen ser la
principal causa de muerte subita; a partir del alto nime-
ro de casos de muerte subita durante el reposo, se han
establecido diferentes estrategias que permitan hacer
prevencion en nifios y jovenes adultos (2).

Una gran parte de estas maformaciones responden a
bases genéticas, por lo cual se han identificado diferen-
tes genes mediante técnicas de biologia molecular, cu-
yas mutaciones estarian implicadas en la presentacion
de las mismas, es por esta razén que se han incorporado
el uso de pruebas genéticas en ADN de paciente vivos,
tanto en el caso de pacientes fallecidos, para identificar
las causas y establecer un diagnostico y un manejo pre-
ventivo (3) (4).
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Debido a la presentacion y el compromiso multigénico
de las cardiopatias congénitas, se hace necesaria la utili-
zacion de técnicas de biologia molecular y el uso de he-
rramientas para el estudio computacional, que permitan
hacer relacidn entre el genotipo y la presentacion clini-
ca de pacientes con cuadro sugestivos de cardiopatias
congénitas, con el propoésito de establecer un diagnosti-
CO preciso, un manejo terapéutico adecuado y abordaje
preventivo personalizado.

El objetivo de este trabajo es establecer la relacion entre
los estudios de biologia molecular en el diagnostico y
abordaje de las cardiopatias congénitas en un paciente
con clinica y antecedentes familiares de muerte tempra-
na y subita mediante la técnica de secuenciacion exoé-
mica completa y utilizacion de analisis bioinformaético
mediante tecnologia In silico.

Materiales y métodos

Presentacion del Caso. Paciente masculino de 12 afios,
en manejo por cardiologia pediatrica por hallazgo in-
cidental de arritmia sinusal, con antecedente familiar
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de tia fallecida a los 21 afios secundario a infarto al
miocardio repentino, tios abuelos fallecidos de manera
subita antes de los 50 afios y prima hermana con taqui-
cardia sinusal; no se identificaron en el paciente otros
antecedentes patoldgicos de importancia.

Estudios Moleculares. Se realizo estudio de biologia
molecular mediante la técnica de secuenciacion de exo-
macompleto, apartir del uso de secuenciador masivo de
Gltima generacién, NovaSeg6000 System™ (I1lumina),
en bibliotecas Nextera™, con cobertura de 100X y una
lectura total de 678910 variantes de secuencia; ainea-
miento con genoma de referencia GRCh38/hg19, con €l
objetivo de identificar variantes incluidas en regiones
exonicas, intronicas o regiones de splicing, incluyendo
mutaciones de cambio de sentido o sin sentido, sinoni-
mas, pequefas inserciones o deleciones, en alguno de
los genes asociados a cardiopatias.

Estudio Computacional. El anélisis bioinformatico de
las variantes obtenidas a partir del estudio de biologia
molecular se realizo utilizando diferentes bases de datos
especificas y diferentes softwares de prediccion de exo-
nes; entre las que se incluyé bases de ClinVar, MedGen,
HGMD, OMIM, GenViewer, CRAVAT y softwares
como Exac, Provean, SIFT (Sorting Intolerant From
Tolerant), Polyphen, Mutation Taster, UM D-Predictor,
Exome Variant Server y LOVD, utilizando la clasifica-
cién recomendada por la ACMG, a traves de las cuales
se pudo andizar las variantes encontradas, analizar la
secuencia y la estructura de los genes implicados, la
anotacion funcional de los genes candidatos, las carac-

teristicas de interacciones proteina — proteina.
Resultados

El estudio de biologia molecular realizado permitio,
mediante la técnica de secuenciacion exdmica comple-
ta, la identificacion de 4 variantes patogénicas en 3 ge-
nes asociados a cardiopatias; gen PKP2 ubicado en la
region cromosémica 12p11.21, gen CACNB?2 el cual se
ubica en la region cromosdémica 10p12.33-p12.31y gen
TTN ubicado en la regién cromosdémica 2931.2, en el
cual se identificaron dos variantes.

El andlisis computacional permitié la caracteriza-
cién de las variantes identificadas, la primera variante
€.236G>A (p.Arg79GIn) en & gen PKP2, variante pre-
viamente registrada en la literatura, la cual se asocia a
Displasia arritmogénica del ventriculo derecho 9.

En el gen CACNB2, se logrd identificar la variante
€.120+65G>C, la cua no se encuentra reportada pre-
viamente en la literatura, pero cuya variacion se asocia
al sindrome de Brugada tipo 4.

Finalmente, se caracterizd en el gen TTN, dos va-
riantes no reportadas previamente en la literatu-
ra, ¢.7991 7993del (p.Asn2664del) y ¢.33569T>C
(p.11€11190Thr), las cuales, se encuentran asociadas a
la miopatia de Salih, a la cardiomiopatia familiar hi-
pertrofica tipo 9 y a la cardiomiopatia dilatada tipo 1G
(Tabla 1).

Tabla 1. Genes identificados por estudio de biologia molecular asociados a cardiopatias congénitas.

Gen Mutacion Cambio de Aminoéacido Patologia Asociada
PKP2 C.236G>A p.(Arg79GIn) Displasia arritmogénica del ventriculo derecho 9 (AD)
CACNB2 €.120+6G>C - Sindrome de Brugada 4 (AD)
TTN €.7991 7993del p.(Asn2664del) Miopatia de Salih (AR), Cardiomiopatia hipertréfica
familiar 9 (AD), Cardiomiopatia dilatada 1G (AD).
TTN €.33569T>C p.(11€11190Thr) Miopatia de Salih (AR), Cardiomiopatia hipertréfica

familiar 9 (AD), Cardiomiopatia dilatada 1G (AD).

Utilizando la base de datos del sistema de prediccion de interacciones funcionales de genes obtenidos GeneMA-
NIA, se evalud las redes de expresion de interacciones fisicas, co-expresion, prediccion, rutas, co-localizacion,
interacciones genéticas, dominios proteicos, encontrandose asociacidn — interaccion. Tabla 2, figura 1
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Tabla 2. Interacciones y funciones biolégicas afectadas atribuidas a los genes afectados.

Gen Interaccion Funciones biologicas afectadas
PK P2 (Plakophilin 2) POLR3A, VIM, MYH6, MYH7, Deslizamiento del filamento muscular,
MYHOM2, MYHBPC3 del filamento actina-miosina; consti-
CACNB2 (Calcium voltaje-gated CACNAIC, NEB tucion estructural del mdsculo; fibra
cannel auxiliary subunit beta 2) contractil, contraccion celular me-
) diada por actina; movimiento basado
TTN (Titin) TCAP, MYH4, MYON1, OBSCN, en filamentos de actina; contraccion

SPTBN5, OBSL1, NEB, MYHOM2,
MYBPC1, MYBPC3, DES, TMOD1,
VIM, MYH6, MYH7, DMD

muscular; contracciéon cardiaca; mor-
fogénesis de 6rganos y tejidos muscu-
lares; desarrollo del musculo cardiaco
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_ Interaccion fisica 67.64 %
Co-expresion 13.50 %
Prediccién 6.35 %
Co-localizacién 6.17 %
Ruta 435 %
|| Interaccion genética 1.40 %
Dominios de proteinas | 0.59 %
compartidas

Figura 1. Redes de interaccion de genes.
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Discusion

Los estudios de biologia molecular realizados en el pa-
ciente confirman la presencia de variantes asociadas a
Cardiopatias Congénitas entre las que se destacan la
displasia arritmogeénica del ventriculo derecho, el sin-
drome de brugrada, la cardiomiopatia hipertréfica fami-
liar y la cardiomiopatia dilatada 1G.

La displasia arritmogénica del ventriculo derecho “Arr-
hythmogenic ventricular cardiomyopathy” se define
como la alteracion estructural y funcional del ventricu-
lo derecho e incluso del ventriculo izquierdo, con una
frecuencia aproximada de 1/100 personas y sintomas
asociados que incluyen palpitaciones, sincope, muerte
subita, dolor toracico y disnea. Existe una asociacién
con antecedentes familiares positivos en un 30 a 50%
de los casos y su presentacion esta asociada a muta-
ciones heterocigéticas en el gen PKP2, del cual se han
reportado mas de 200 variantes patogénicas (5). Espe-
cificamente, el gen PKP2, participa en la sintesis de la
proteina plakofilina 2, la cual participa en la formacion
de los desmosomas del miocardio, estructuras encarga-
das de proporcionar fuerza a partir de la formacion de
uniones celulares; secundario a la mutacion del geny la
no formacion adecuada de los desmosomas, las células
del miocardio se desligan, generando acumulacion de
tejido cicatrizal y finalmente una hiperplasia ventricular
gue impide el adecuado funcionamiento cardiaco (6).

Se han reportado diferentes genes asociados a la dis-
plasia arritmogénica del ventriculo derecho, entre los
gue se destacan JUP, DSP, DSG2 y DSC2 como genes
asociados a la formacion de desmosomas, siendo el
gen PKP2 el gen causal més importante asociado a la
patologia (7). En el caso presentado se identificd una
variante patogénica previamente reportada en el gen
PKP2 que explica parte de la presentacion clinica y an-
tecedentes familiares del paciente.

El sindrome de Brugada fue descrito en 1992 por los
hermanos Josep y Pedro Brugada, os cuales |o descri-
ben como la presentacion de muerte subita asociada a
cambios electrocardiogréficos, bloqueo de rama dere-
cha y elevacion del segmento ST, sin presencia de car-
diopatia (8). Dada la presentacion del sindrome, se han
establecido diferentes teorias para explicar la fisiopato-
logia del mismo; inicialmente, la teoria de la despola-
rizacién establece que las mutaciones en los canales de
sodio generan conduccidn lenta de estimulos cardiacos;
en segunda instancia, la teoria de la repolarizacién en la
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cud se incluyen las mutaciones de canales de calcio o
potasio, indican un potencial de acciébn mas corto con
una consecuente conduccion lenta; finalmente, la teoria
de la cresta neural establece que el sindrome puede ser
causado por mutaciones somaticas que no se asocian a
genes implicados en acciones neuromusculares, siendo
estala causa de aproximadamente el 70% de | os pacien-
tes con sindrome de Brugada y del 50% de los casos
aislados sin antecedentes familiares (9).

Se han descrito diferentes genes asociados al sindrome
de Brugada, los cuales actian como codificadores para
canales de sodio, potasio y calcio; € gen SCN5A, aso-
ciado a canales de sodio, se considera como uno de los
maés importantes debido a que fue el primer gen descrito
como causante del sindrome y se estima una asociacion
aproximada del 20-25% de casos en la poblacién cau-
casica y del 10-15% en la poblacion asiatica (10). En el
caso del paciente presentado, se encontré mutacién en
el gen CACNB2, asociado a canales de calcio, con una
variante previamente no descrita que, dado el contexto
clinico del paciente, le confiere el estado de patogénica
y aumenta el riesgo de sufrir las consecuencias asocia-
das al sindrome.

Se encontraron 2 variantes no descritas previamente en
el gen TTN asociadas a cardiopatia congénita. Este par-
ticipa en la sintesis de la proteina titina, la cual desem-
pefia un importante rol en el masculo esquelético y en
el masculo cardiaco, debido a que se comporta como
componente del sarcdmero, unidad basica de la contrac-
cion muscular. Dentro de las funciones de la titina en el
sarcémero, esta el de brindar estructura y estabilidad, en
un trabajo en conjunto con la actinay la miosina para
evitar alteraciones en los procesos de contraccion y re-
lajacién muscular. Se han identificado maltiples varian-
tesdel gen TTN asociadas a la presentacion de distintas
patologias musculares y miocérdicas, entre las que se
destacan: miopatia muscular, cardiomiopatia familiar
dilatada, miopatia hereditaria con falla respiratoria tem-
prana, distrofia muscular de cinturas, distrofia muscular
tibial, cardiomiopatia familiar hipertrdfica y displasia
arritmogénica del ventriculo derecho (11).

Las mutaciones identificadas en el gen TTN son deim-
portancia clinica para el manejo preventivo sobre el
riesgo cardiovascular del paciente.

En la actualidad, el uso de estudios de biologia molecu-

lar mediante técnicas de secuenciacion exdémica com-
pleta permiten un abordaje méas profundo de las cardio-
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patias congénitas, lo que resalta la utilidad de este tipo
de estudios para el andlisis de variantes genéticas y su
impacto en la salud de |os pacientes, destacando la ne-
cesidad de establecer una medicina personalizada, que
permita el adecuado manejo de las patologias de cada
individuo (12).

El uso de herramientas gendmicas, analisis bioinforma-
ticosy softwares de interacciones funcional es de genes,
permiten una mejor comprension de la relacion entre
la herencia y riesgo de padecer una enfermedad, reve-
lar la influencia genética en la aparicion y evolucién de
las enfermedades, asi como contribuye al diagnostico e
implementacion de alternativas terapéuticas, dirigidas
y transdisciplinarias, aminorando las consecuencias de
la enfermedad; permitiendo establecer una pauta en €l
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seguimiento, pronoéstico y brindar consejeria genética a
todalafamilia.
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