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1. PROTEINAS DESMOSOMICAS
1.1 Estructura y funcionamiento del desmosoma

La estructura del desmosoma fue observada por primera vez por el
patologo italiano Bizozzero en 1864. Los desmosomas son un tipo de unidn
intercelular en forma de boton que estan ubicados en zonas discretas de los
limites intercelulares. Su estructura ha sido analizada con técnicas tales como
la microscopia electronica (ME), revelando que tanto su estructura como su
organizacion son complejas (Figura 1). En cortes al microscopio electrénico de
transmision un desmosoma se reconoce porque:

* La membrana de las células adyacentes corren paralelas entre si,
separadas por un espacio de unos 20 nm en el cual presenta una linea
densa en su zona media.

* Adherida a la cara intracelular de la membrana plasmatica se encuentra
una gruesa banda llamada placa desmosdémica

* Insertos en la placa desmosOmica aparecen numerosos filamentos
intermedios.

Los desmosomas se localizan en tejidos que se encuentran sometidos a
un importante estrés mecanico, como es el caso del miocardio o de la piel.
Estan formados por cinco proteinas de tres familias distintas:

* Cadherinas

* Proteinas armadillo

* Plaquinas.

Las cadherinas son las desmocolinas (DSCs) y las desmogleinas
(DSGs), las proteinas armadillo del desmosoma son las placoglobinas (PGs) y
placofilinas (PKPs) y la proteina de la familia de las plaquinas es la
desmoplaquina (DSP). Las cadherinas tienen un dominio extracelular que es el
que interviene en la union con las cadherinas de la célula adyacente
(desmocolina con desmogleina y desmogleina con desmocolina). Estas
proteinas tienen ademas un dominio intracelular que permite su anclaje a las
proteinas de la familia armadillo (desmogleina con plakofilina y desmocolina

con placoglobina) (Figura 1).
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Las proteinas armadillo se anclan a la porcion aminoterminal de la
desmoplaquina. Finalmente, a través de su porcién carboxiloterminal, la
desmoplaquina se une a los filamentos intermedios (Garrod and Chidgey,
2008;Getsios et al., 2004;Kowalczyk and Green, 2013).
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Figura 1. Modelo estructural del desmosoma. (A) Microscopia Electrénica de un desmosoma.
(B) Esquema de las proteinas desmosémicas y su distancia relativa a la membrana plasmatica
(PM). Las cadherinas desmosomicas, las desmogleinas y desmocolinas se extienden en el
niacleo y en la placa densa extracelular (ODP) para establecer contacto y adherirse a las
células vecinas de manera dependiente de Ca?. Las colas citoplasmaticas de las cadherinas se
asocian a proteinas de union, placoglobina (PG), las placofilinas (PKP’s) y desmoplaquina
(DP). La DP une a los filamentos intermedios de queratina (KIF) dentro de la placa densa
interna (IDP) uniéndolos de esta manera a la membrana plasmatica. (Delva et al. 2009)

La funcion de los desmosomas es el anclaje de los filamentos
intermedios de queratina del citoesqueleto en la epidermis, filamentos
intermedios de desmina en el corazén y los filamentos intermedios de
vimentina en las células de las meninges y las células dendriticas foliculares de
los ganglios linfaticos, a la membrana celular (Green and Gaudry, 2000),

2
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formando asi una red transcelular con una alta resistencia a la traccion
mecanica. Esto permite que las células mantengan su forma y que la lamina
epitelial sea estable. Los desmosomas no solo proporcionan estabilidad celular,
sino que ademas facilitan la comunicacion celular a través de sefiales de

transmision.

1.1.1 Cadherinas desmosomicas

Las desmogleinas (DSG-1, DSG-2 y DSG-3) y desmocolinas (DSC-1,
DSC-2 y DSC-3) son componentes transmembrana que unen células
adyacentes y que estan embebidas en las placas citoplasmaticas. Forman la
linea media densa de los desmosomas maduros y comparten un 30% de
aminoacidos idénticos entre si y con las cadherinas clasicas (Garrod et al.,
2002). Las cadherinas desmosémicas (Figura 2) estan formadas por 5
repeticiones cadherina extracelulares que contienen sitios de union a Ca* y
sitios de reconocimiento de adhesion celular (RAC) (Runswick et al., 2001),
muestran complejidad en el desarrollo y diferenciacion de patrones especificos
de expresion, lo que implica que los desmosomas en diferentes tejidos son

bioquimica y funcionalmente distintos.
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Figura 2. Estructura de las cadherinas desmosémicas e
interaccion con el citoesqueleto. Se observa el dominio
transmembrana y el dominio extracelular con sitios de union a
calcio y sitio de reconocimiento de adhesion celular.

El papel de los patrones de expresidn especifica de tejido de las
cadherinas desmosomicas no acaba de entenderse, pero la manipulacién de
estas cadherinas sugiere que la regulacion estricta de su patron de expresion
es critica para la homeostasis del tejido (Bannon et al., 2001). Dentro de la
epidermis, estos genes son expresados diferencialmente como queratinocitos
sometidos a una diferenciacion terminal (Bannon et al.,, 2001;Kottke et al.,
2006): DSG1 y DSC1 son fuertemente expresados en la capa granular y
espinosa de la epidermis (King et al., 1995;North et al., 1996); DSG2 y DSC2
se expresan en todos los tejidos de soporte del desmosoma, representan las
formas predominantes en epitelio simple (Legan et al., 1994;Schafer et al.,
1996) y estan mayormente expresados en la linea basal de la epidermis
estratificada (Figura 3) (Garrod et al., 2002;North et al., 1996). La DSG4 se
expresa principalmente en los foliculos pilosos y se restringe a la capa granular
del epitelio estratificado (Delva et al., 2009b). DSG1, DSG3, DSG4 y DSC1, se

4
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expresan predominantemente en la epidermis, mientras que DSG2 y DSC2
estan altamente expresadas en el miocardio (Li and Radice, 2010).

Stratum Corneum

Granular Layer

Spinous Layer

(o]
Basal Layer Q
a

DSG3 DSC3

DSG2

Figura 3. Expresion de las cadherinas desmosémicas en la epidermis. Esta figura ilustra la
distribucion diferencial y los niveles de expresion relativos de las cadherinas desmosomicas
(DSCs y DSGs) en la epidermis. La ubicacién y profundidad observadas en enfermedades
como en el caso de “penphigus vulgaris” y “foliaceus reflect” reflejan esta distribucion (Brooke
etal., 2012).

1.1.2 Proteinas armadillo

Las PGs (también llamadas y-cateninas) junto con las PKPs 1-3
(Hatzfeld, 2005;Hatzfeld, 2007) son proteinas con un importante papel en
facilitar la adhesion de la desmoplaquina a los filamentos intermedios de
queratina (Figura 4), en la regulacion de la agrupacion de los componentes
desmosomales y en la mediacion de importantes rutas de transduccidon de
senales. Las PGs estan formadas por 12 brazos repetidos que tienen un 65%
de aminoacidos idénticos a la B-catenina, el equivalente de proteina asociada
con las uniones adherens. El dominio armadillo central de la PG interactua con
la DSP que a su vez se une con filamentos intermedios a la placa desmosomal.
La PG también se puede trasladar a uniones adherens y se unen a E-
cadherinas de la misma manera que a las 3-cateninas, pero su mayor afinidad
por la DSP puede explicar por qué las PGs y no las [B-cateninas estan
localizadas en los desmosomas (Choi et al., 2009).
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Figura 4: Uniones desmosomales. La proteina placoglobina facilita la adhesién de Ia
desmoplaquina a los filamentos intermedios (Urzua et al. 2009).

Aunque PKP1 y PKP2 se pueden localizar también en el nucleo, se
encuentran predominantemente en los desmosomas (Delva et al., 2009b).
Basandonos en el analisis de estudios estructurales, las PKP’s contienen
nueve dominios repetidos del brazo (Choi et al., 2009) con 21 aminoacidos
adicionales afiadidos a PKP1 y 44 aminoacidos afadidos a PKP2. Tanto PKP1

como PKP2 tienen dos isoformas: una isoforma corta “a” y una isoforma larga
“b” (Mertens et al., 1996) siendo predominante la isoforma corta “a”. Las PKPs
muestran patrones de expresion especificos similares a los de las cadherinas
desmosomicas. Se ha observado, que mientras que PKP3 se expresa en
epitelio simple y en todos los tipos de epitelio estratificado, PKP1 se expresa
mayormente en las capas suprabasales de epitelio estratificado y PKP2 se
expresa mayormente en epitelio simple, en capas bajas de epitelio estratificado
y en tejidos no epiteliales como es el caso del musculo cardiaco y los nodulos
linfaticos (Bonne et al., 1999;Heid et al., 1994;Mertens et al., 1996;Mertens et
al., 1999;Pieperhoff et al., 2010).

Las PKPs parece que juegan un papel importante en la agrupacién de
proteinas durante la formacion de los desmosomas. El dominio N-terminal de la
cabeza de la PKP1 se puede asociar con DSG1, PG, filamentos de actina y

queratina y en ultima instancia con DSP, lo cual parece ser una asociacion
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fuerte y que hace que se reclute DSP en las uniones célula-célula (Hatzfeld et
al., 2000;Hofmann et al., 2000;Kowalczyk et al., 1999;Wahl, 2005).

1.1.3 La familia de las plaquinas

La DSP, la mas abundante de las proteinas desmosdmicas, juega un
papel clave en la unidn entre la membrana plasmatica y los filamentos
intermedios de queratina (Delva et al., 2009b). La proteina tiende a formar
homodimeros a través de un dominio a-helicoidal que a su vez interconecta
con un dominio globular amino terminal, responsable de la unidn con las PGs y
PKPs, y un dominio carboxilo terminal, responsable de la fijacion de los
filamentos intermedios (Bornslaeger et al., 2001;Choi et al., 2002;Holthofer et
al., 2007;Kowalczyk et al., 1994;Yin and Green, 2004) (Figura 5A). Hasta hace
poco solamente se conocian dos isoformas de DSP (DSP1 y DSP2). Al igual
que las isoformas “a” y “b” de las desmocolinas, las isoformas DSP1 y DSP2 se
producen como resultado de un splicing alternativo de ARNm, siendo la
isoforma DSP2 la mas corta (Figura 5B). Ambas formas son extensamente
expresadas en numerosos tejidos, aunque la expresion de la isoforma 2 se
encuentra ausente/reducida en el corazdén y en otros epitelios simples (Angst et
al., 1990). Otra isoforma derivada de la isoforma 1, llamada DSP1a producida
por el splicing alternativo de ARNm de DSP1, ha sido descrita recientemente y
se detecta en niveles mas bajos que las isoformas predominantes, aunque

presenta una distribucion tisular semejante (Cabral et al., 2010).
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Figura 5. 5A Disposicion helicoidal de la proteina desmoplaquina. 5B
Subunidades de la DSP1 y DSP2 (Delva et al., 2009a).

Franke et al observaron mediante inmunomarcaje, que en musculo
cardiaco normal, la DSP esta localizada en todas las placas desmosomales y
en las uniones tipo “fascia-adherens”, con una sefial muy intensa dentro de las
uniones de tipo desmosoma (Franke et al., 2007). Varios estudios, tanto in vivo
como in vitro, confirman la importancia de la DSP en el ensamblaje y funcion de
los desmosomas y muestran que desempeia un papel fundamental en el
desarrollo de la epidermis, el neuroepitelio, el corazon y la sangre (Gallicano et
al., 2001;Vasioukhin et al., 2001).

2. ALTERACIONES CARDIACAS HEREDITARIAS.

En los ultimos afios se han conseguido importantes progresos en la
identificacion de las causas genéticas de las miocardiopatias, lo que a su vez
ha permitido una mayor comprension de los mecanismos moleculares que
subyacen a cada patologia. Este progreso también ha aumentado Ila
probabilidad de establecer diagndsticos genéticos especificos proporcionando
asi nuevas oportunidades a los profesionales, los pacientes y las familias para
utilizar esta informacion genética (Hershberger et al., 2009).

Al considerar si un paciente puede tener una miocardiopatia, el enfoque
se orienta sobre todo por el fenotipo del paciente (signos clinicos). Estas

caracteristicas clinicas incluyen datos cardiovasculares tales como los
8
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derivados de los estudios ecocardiograficos (tamafio ventricular, funcién,
espesor de la pared y movimiento de Ila pared) y resultados
electrocardiograficos (ECG). Otros estudios con técnicas como la resonancia
magneética nuclear (RMN), que ofrece una imagen de mayor resolucion,
también pueden ayudar en la evaluacion de una miocardiopatia. Una historia
clinica detallada (incluyendo la edad de inicio y el tipo de sintoma), un examen
fisico (para descartar una enfermedad sindromica) y un historial de 3-4
generaciones de la familia son también importantes. Esta informacién
fenotipica acumulativa lleva a la asignacion de un diagnodstico de
miocardiopatia especifica (Hershberger et al., 2009).

Aunque la mayoria de las miocardiopatias genéticas solo implican al
corazon, establecer un diagndstico basado en el fenotipo, a veces requiere el
reconocimiento de caracteristicas clave de formas sindromicas. Un sindrome
es un patron recurrente de defectos que mas probablemente representa una
sola etiologia. En la mayoria de los casos de enfermedad cardiovascular
sindromica estan involucrados varios tejidos y/u dérganos, por esto, el
cardidlogo debe estar alerta para detectar signos y sintomas mas alla del
sistema cardiovascular. Por ejemplo, el sindrome de Noonan puede estar
asociado con cuatro genes y se presenta con hipertrofia cardiaca, baja
estatura, grados variables de retraso en el desarrollo y caracteristicas
dismorficas.

Hay ocasiones, en las que distintas mutaciones en el mismo gen
(heterogeneidad alélica) pueden dar lugar a fenotipos practicamente idénticos o
por el contrario, fenotipos muy diferentes. Un claro ejemplo lo encontramos en
mutaciones del gen de la lamina (LMNA), que dan lugar a multiples fenotipos,
conocidos comunmente como laminopatias. En los trastornos alélicos de la
LMNA se incluye la miocardiopatia dilatada (MCD) aislada, sindromes en los
que puede estar implicada la MCD (como por ejemplo la distrofia muscular de
Emery-Dreifuss) o trastornos no asociados con la MCD (como por ejemplo la
lipodistrofia).
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2.1 Implicaciéon desmosomal en las miocardiopatias

La complejidad y la falta relativa de conocimiento de como los
componentes desmosomales se interrelacionan entre si y con otros
compartimentos en un modelo celular asi como su diferenciacion, es reflejada
por la serie de trastornos genéticos que surgen de mutaciones que afectan a
los genes desmosomicos. En el gran numero de publicaciones que describen
las diversas alteraciones que afectan a todos los genes desmosomicos
destacan la gran heterogeneidad fenotipica; las diferentes mutaciones han
dado lugar a diferentes trastornos cardiacos y/o cutaneos (tanto con, como sin
implicaciéon del cabello).

Una de las alteraciones que tiene lugar como consecuencia de
mutaciones desmosomales es la miocardiopatia arritmogénica de ventriculo
derecho (MAVD), trastorno hereditario asociado con arritmias y muerte subita
(MS) cardiaca, caracterizada por el reemplazo fibroadiposo de los miocitos
cardiacos. Ademas existen otras patologias cardiacas con las que se
relacionan las mutaciones en los genes desmosomicos tales como
Miocardiopatia Arritmogénica con afectacion del Ventriculo Izquierdo (MAVI) y
la MCD.

3. MIOCARDIOPATIA ARRITMOGENICA DEL VENTRICULO DERECHO

3.1 Antecedentes histéricos

La primera descripcion histérica de la MAVD fue en el libro De Motu
Cordis Aneurysmatibus publicado en 1736 por Giovanni Maria Lancisi, médico
del Papa y profesor de Anatomia en Roma (Figura 6). Lancisi informé sobre
una familia con una enfermedad recurrente en cuatro generaciones. Los
sintomas incluian palpitaciones, fallo cardiaco, dilatacion y aneurismas del
ventriculo derecho (VD), ademas de MS. En 1961, casos con contracciones
fuertes de la auricula derecha, de la curva de presion del VD y la patologia no
isquémica del VD fueron publicados (Dalla et al., 1961). Sin embargo, la
primera descripcion clinica exhaustiva de la enfermedad fue publicada en 1982
en adultos con taquiarritmias ventriculares con morfologia de bloqueo de rama
izquierda (Marcus et al., 1982). Las caracteristicas electrocardiograficas de la

enfermedad, incluida la caracteristica onda épsilon, fueron descritas por
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primera vez en 1984 (Fontaine et al., 1984). Desde entonces, esta enfermedad
ha sido clasificada como una causa importante de MS en jovenes y atletas
(Thiene et al., 1988).

EJOHANNIS MARIA
3 LANCISII
A Secretiori Cubiculo, & Archiatré
Pontificis
DE MOTU CORDIS
ET ANEURYSMATIBUS
OPUS POSTUMUM

IN DUAS PARTES DIVISUM.

e

giu]
Excudebat FELIX-CAROLUS MUSCA
SUPERIORUM FACULT AT E.

Figura 6. Primera descripcion de la miocardiopatia arritmogénica de ventriculo derecho. Del
libro De Motu Cordis et Aneurysmatibus publicado en 1736 por Giovanni Maria Lancisi
(Cortesia de Arnold Katz).

3.2 Etiologia

Una de las enfermedades hereditarias relacionadas con las variaciones
encontradas en los genes desmosémicos es la MAVD, enfermedad primaria del
musculo cardiaco con wuna prevalencia que oscila entre 1/1000-5000
habitantes/afo. Los estudios realizados muestran que entre la poblacion de
menores de 35 afos la incidencia de MS se situa en 1-5 casos por cada
100.000 habitantes/afo, siendo la MAVD una causa frecuente donde ademas,
la practica deportiva parece aumentar el riesgo de MS hasta en cinco veces
(Corrado, D. 2003). En muchas ocasiones la MS es la manifestacion clinica
inicial de la enfermedad. Ademas, parece que ésta es mas frecuente en
jovenes entre la segunda y cuarta década de la vida (Quarta, G. 2011). Un
estudio analiz6 las circunstancias en las que se produjo la MS en una serie de
200 pacientes afectados de MAVD. ElI 75% de las muertes se produjeron
durante actividades cotidianas y sedentarias mientras que solamente el 3,5%
de los fallecimientos se produjeron durante la practica de actividades
deportivas (Tabib et al., 2003).

11



[CAPITULO []

Durante los ultimos afios se han propuesto varias teorias para explicar el
origen de la MAVD. Desde las primeras teorias que abogaban por una
alteracion en la formacion del musculo cardiaco (hipoplasia o displasia), han
surgido otras teorias que enfatizan el papel que despefian las alteraciones de
los desmosomas cardiacos en el proceso de degeneracion de los
cardiomiocitos (Basso,C. 2010; Marcus, Fl. 2007).

Teoria inflamatoria:

Se han realizado varios estudios para analizar la presencia de material
genético de virus cardiotropos (enterovirus y coxsackievirus tipo B, parvovirus
B19, virus hepatitis C y citomegalovirus) en biopsias de musculo cardiaco,
obteniéndose resultados discrepantes (Calabrese et al., 2000;Calabrese et al.,
2006;Heim et al., 1997;Matsumori, 2006;Thiene et al., 2005). Segun esta teoria,
el papel de los virus en la etiopatogenia de la MAVD se explicaria por una
doble via:

- Dafno genético directo al incluirse el material genético del virus en

ADN huésped: se originarian mutaciones puntuales, translocaciones
cromosémicas € inserciones que provocarian la muerte del
miocardiocito.

- Individuos susceptibles genéticamente a sufrir la infeccion virica por

virus cardiétropos, sufririan la infeccion y posteriormente la apoptosis

de las células cardiacas (Calabrese et al., 20006).

Teoria de la apoptosis:

Diversos estudios realizados en muestras de miocardio de pacientes
diagnosticados de MAVD han mostrado apoptosis cardiaca (Calabrese et al.,
2006;Thiene and Basso, 2006). Esta teoria se basaria en que la muerte celular
programada seria el paso previo a la sustitucion por tejido.

Teoria de la transdiferenciacion miocardica:

Esta teoria tiene su origen en un estudio publicado en el afio 2006. Los
autores utilizaron un modelo murino sobre el cual, demostraron que la
supresion de la DSP en tejido auricular, producia una translocacion del gen que
codifica para PG (JUP) al nucleo celular y esto se relacionaba con una

12
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reduccion en la expresion de Wnt/B-catenina (via de sefalizacion celular que
juega un papel decisivo en procesos de regulacion, diferenciacion, proliferacidon
y muerte celular), lo que favorece la transdiferenciacion de mioblastos a
adipocitos y fibroblastos (Garcia-Gras et al., 2006; Ashimaki et al. ano?).

3.3 Fisiopatologia de la enfermedad

La MAVD tiene como caracteristica histoldgica principal el reemplazo
fibroadiposo. La sustitucidon del tejido se realiza desde el epicardio al
endocardio y afecta preferentemente al VD, aunque como se comentara mas
delante, la afectacion del ventriculo izquierdo (VI) puede encontrarse hasta en
mas de la mitad de los casos. Se han realizado estudios multicéntricos en los
que tras analizar 42 corazones con diagnostico histolégico de la enfermedad se
encontré afectacion biventricular en el 76% de ellos, hallazgo relacionado con
una mayor severidad clinica de la enfermedad (Corrado et al., 1997).

Normalmente el VD se encuentra dilatado y la sustitucion fibroadiposa se
inicia en el conocido como triangulo de la displasia (Figura 7A), que es la zona
situada entre el tracto de entrada, el apex y el tracto de salida del VD. El septo
interventricular solamente se encuentra afectado en un 20% de los casos
(Basso et al., 1996;Thiene et al., 2012).

Macroscopicamente podemos observar un VD con una coloracion
blanco-amarillenta debido a la sustitucién fibroadiposa (Figura 7B). La pared
libre del VD se encuentra adelgazada y pueden aparecer aneurismas sobre las
que en ocasiones pueden formarse trombos que pueden ser fuente de

tromboembolismos.
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Figura 7: (A)Triangulo de la Displasia Arritmogénica de Ventriculo Derecho en el que se

observan las regiones del ventriculo derecho que se afectan de forma predominante en esta
enfermedad. RA= auricula derecha;, RV= ventriculo derecho; LV= ventriculo izquierdo. (B)
Visiébn micro y macroscopica (de izquierda a derecha) del color tipico del corazén por la

sustitucion fibroadiposa (Revista Espafiola de Cardiologia).

El estudio histolégico es de gran ayuda para el diagnostico. En muchas
ocasiones nos podemos encontrar en la necropsia con un corazén
macroscopicamente normal pero con hallazgos caracteristicos en el estudio
microscopico. Es de vital importancia conocer estas alteraciones para evitar
infradiagnosticar la enfermedad en la necropsia de un caso de MS.
Caracteristicamente podemos encontrar sustitucién por tejido fibroso y adiposo
con infiltrados inflamatorios reactivos asociados (Figura 8). Entre este tejido
podemos encontrar islotes de miocardiocitos sanos y apoptoticos. Este sustrato
anatomico que es inestable desde el punto de vista electrofisiologico es ideal
para la génesis de arritmias cardiacas, que son la principal causa de muerte de
la enfermedad. En diferentes series de casos se han descrito infiltrados
inflamatorios parcheados en un porcentaje que oscila entre el 69% y el 74%
(Basso et al., 1996;Burke et al., 1998;Fornes et al., 1998) con un predominio de
linfocitos T CD8, CD43; CD45R0O y macrofagos.
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Figura 8: Sustitucion fibroadiposa en la MAVD. A: Dilatacién marcada del ventriculo derecho.

El paciente fue un nifio de 13 afos de edad que murié de forma subita sin antecedentes de
arritmias familiares. B: Con un mayor aumento se muestra aneurisma apical de miocardio
caracterizada por adelgazamiento (flecha) y graves infiltraciones de grasa (puntas de flecha).
C: Histolégicamente el area de infiltracién grasa mostré predominantemente grasa. D: Aumento
de C mostrando ademas de grasa, tejido fibroso. Burke AP et al. Circulation 1998; 97: 1571-
1580.

3.4 Clinica de la enfermedad

La MAVD suele expresarse en la adolescencia y antes de la cuarta
década de la vida. Afecta mas a hombres que a mujeres y la prevalencia varia
segun la region geografica que se considere. Asi, en Véneto (ltalia), la
enfermedad puede ser tan prevalente como 1 en 2000, y constituye la principal
causa de MS en deportistas, a diferencia de lo que ocurre en los EEUU de
América donde se ubica por detras de la miocardiopatia hipertrofica. Las
manifestaciones clinicas son muy variables. Con frecuencia es un hallazgo casi
fortuito y en ocasiones su primera exteriorizacion es el paro cardiaco, casi
invariablemente debido a la taquicardialfibrilacién ventricular. Las arritmias
ventriculares, que son tan frecuentes y le dan el nombre a la enfermedad,
varian desde la simple extrasistolia ventricular hasta la taquicardia o la
fibrilacidn ventricular. Las taquiarritmias supraventriculares, extrasistoles o
fibrilacion auricular, son también frecuentes. La MS predomina durante el

esfuerzo, aunque se han descrito casos de muerte durante el suefio. En esta
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enfermedad se describe un desequilibrio en la inervacién adrenérgica como
posible factor contribuyente en la génesis de las arritmias (review Gaston
Albina y Col).

La dilatacidn ventricular y la presencia de insuficiencia cardiaca derecha
suelen observarse en adultos y ancianos (Corrado et al., 1990;Fornes et al.,
1998;Peters et al., 1999).

En la evolucion natural de la MAVD pueden reconocerse cuatro
estadios. La fase inicial es silente, asintomatica (aunque puede deparar en la
MS). En la segunda fase aparecen las arritmias ventriculares, en la siguiente se
instalan la dilatacion ventricular con signos de insuficiencia cardiaca derecha y
en el estadio final ya existe dilatacion biventricular, indistinguible de la
miocardiopatia dilatada, cuyas complicaciones principales son la fibrilacidon
auricular y la tromboembolia.

A pesar de ser principalmente una enfermedad del VD, el VI puede
también estar involucrado y las manifestaciones de estar afectado a veces
pueden preceder a las del VD (Sen-Chowdhry et al., 2007b) o incluso ser la
principal caracteristica de presentacion de la patologia (Kies et al., 2006). Se
recomienda el estudio de la historia familiar (McKenna et al., 1994;Morales et
al., 2008;Sen-Chowdhry et al., 2004), sin embargo, dada la baja penetrancia y
la variabilidad clinica asi como la posibilidad de una MAVD no sindromica
autosOdmica recesiva, la ausencia de enfermedad familiar no descarta el riesgo
genético. Debido a esto se recomienda el screening clinico de los familiares de
primer grado.

3.5 Diagnéstico de la MAVD

En el afo 1994 la Sociedad Europea de Cardiologia y el Consejo
Cientifico de Miocardiopatias de la Sociedad Internacional de Cardiologia
publicaron los primeros criterios diagndsticos de la enfermedad. Los criterios
analizados incluian alteraciones estructurales en pruebas de imagen,
anomalias  electrocardiograficas, alteraciones anatomopatologicas vy
antecedentes familiares de la enfermedad (McKenna et al., 1994) (Tabla 1).

Si bien estos criterios eran bastante especificos de la enfermedad, la
sensibilidad de los mismos era bastante menor, sobre todo en las formas
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iniciales de la enfermedad y en aquellos sujetos con una expresividad clinica
menor. Ante la necesidad de ampliar los criterios diagnosticos, en el afio 2002
se publicdé una modificacion de los criterios para la evaluacidon diagndstica de
los familiares de primer grado de los sujetos afectados (Hamid et al.,
2002;Marcus et al.,, 2010). Desde ese afo, nuevas investigaciones han
profundizado en el conocimiento de la enfermedad. Campos de gran interés
como las bases genéticas de la enfermedad, el caracter familiar de la misma y
la aparicion de nuevos parametros electrocardiograficos llevaron a la American
Heart Association a realizar una revision de criterios digndsticos vigentes en el
afno 2010. Varios estudios han mostrado una mayor sensibilidad diagnéstica de

los nuevos criterios diagnosticos (Protonotarios et al., 2011) (Tabla 1).
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Tabla 1. Criterios diagnésticos Task Force de 2010 (Revista Espafiola de Cardiologia)

1. Disfuncién y alteraciones estructurales globales o regionales

Mayores

En el ecocardiograma bidimensional: acinesia, discinesia o aneurisma
regionales del VD y 1 de las siguientes (en telediastole):e PELP TSVD
=32 mm (corregido por tamafo corporal [PELP/ASC] =19 mm/mz)- PECP
TSVD = 36 mm (corregido por tamafo corporal [PECP/ASC] = 21 mm/m2)~ o]
cambio del area fraccional = 33%

En la RM: acinesia o discinesia regionales del VD o contraccion disincronica
del VD y 1 de las siguientes:* Cociente de volumen telediastélico del VD
respecto a ASC = 110 ml/m? (varones) o =100 ml/m? (mujeres)s O fraccién de
eyeccion del VD £ 40%

En la angiografia del VD: acinesia, discinesia o aneurisma regionales del VD

Menores

En el ecocardiograma bidimensional: acinesia o discinesia regionales del VD y
1 de las siguientes (en el periodo telediastolico): PELP TSVD =29 a < 32 mm
(corregido por tamafio corporal [PELP/ASC] =16 a <19 mm/mz)- PECP TSVD
232 a <36 mm (corregido por tamafio corporal [PECP/ASC] =218 a
<21 mm/m2)- O cambio del area fraccional > 33 a < 40%

En la RM: acinesia o discinesia regionales del VD o contraccion disincrénica
del VD y 1 de las siguientes:* Cociente de volumen telediastélico del VD
respecto a ASC =100 a <110 ml/m? (varones) 0 290 a <100 mI/mZ(mujeres)-
O fraccion de eyeccion del VD > 40 a < 45%

1. Caracterizacion del tejido de la pared

Miocitos residuales < 60% mediante analisis morfométrico (o < 50% si se han
estimado), con sustitucion fibrosa del miocardio de la pared libre del VD en al

Mayores menos una muestra, con o sin sustitucion adiposa del tejido en la biopsia
endomiocardica
Miocitos residuales del 60 al 75% mediante analisis morfométrico (o del 50 al
65% si se han estimado), con sustituciéon fibrosa del miocardio de la pared
Menores

libre del VD en al menos una muestra, con o sin sustitucion adiposa del tejido
en la biopsia endomiocardica

lll. Anomalias de la repolarizacion

Ondas T invertidas en las derivaciones precordiales derechas (V1, Vo y V3) 0
mas alla en individuos de edad > 14 afos (en ausencia de BRDH con QRS

Mayores > 120 ms)
Ondas T invertidas en las derivaciones V1y V3 en individuos de edad > 14
afios (en ausencia de BRDH completo) o en V4, V5 0 VgOndas T invertidas en
Menores

las derivaciones V1, V2, V3 y V4 en individuos de edad > 14 afios en presencia
de un BRDH completo
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IV. Anomalias de despolarizacién/conduccion

Mayores

Onda épsilon (sefales de baja amplitud reproducibles entre el final del
complejo QRS vy el inicio de la onda T) en las derivaciones precordiales
derechas (V4 a Vs)

Menores

Potenciales tardios mediante SAECG en al menos uno de tres parametros, en
ausencia de una duracién del QRS = 110 ms en el ECG estandar: duracion del
QRS filtrado = 114 ms; duracion del QRS terminal <40 pV (duracion de sefial
de baja amplitud) = 38 ms; raiz de la media cuadrados de los voltajes de los
40 ms terminales < 20 yVDuracion de la activacion terminal del QRS =55 ms
medida desde el minimo de la onda S hasta el final del QRS, incluyendo R’, en
V1, V2 0 V3, en ausencia de BRDH completo

V. Arritmias

Taquicardia ventricular no sostenida o sostenida con morfologia de BRIH con
eje superior (QRS negativo o indeterminado en las derivaciones I, lll, aVF; y

Mayores positivo en aVL)
Taquicardia ventricular no sostenida o sostenida de configuracion de TSVD,
con morfologia de BRIH con eje inferior (QRS positivo en las derivaciones I, llI
Menores

y aVF y negativo en aVL) o de eje desconocido> 500 extrasistoles
ventriculares por 24 h (Holter)

VI. Antecedente

s familiares

Mayores

M/DAVD confirmada en un familiar de primer grado que cumpla los criterios
actuales de la Task ForceM/DAVD confirmada anatomopatolégicamente en la
autopsia o0 la intervencién quirirgica en un familiar de primer
gradoldentificacion de una mutacion patogénica " clasificada como asociada o
probablemente asociada a la M/DAVD en el paciente examinado

Menores

Antecedentes de M/DAVD en un familiar de primer grado en el que no es
factible determinar si cumple los criterios actuales de la Task ForceMuerte
subita prematura (<35 afos de edad) debida a presunta M/DAVD en un
familiar de primer gradoM/DAVD confirmada anatomopatolégicamente o
mediante los criterios actuales de la Task Force en un familiar de segundo
grado

Para el diagnéstico

de la enfermedad son necesarios dos criterios mayores de distinta categoria o un criterio mayor y

dos criterios menores.

19




[CAPITULO []

3.6 Relacién de la patologia del desmosoma con la MAVD

3.6.1 Sindromes cardiocutaneos

En el afno 1986 se describidé por primera vez un sindrome descubierto en
varias familias de la isla griega de Naxos, Este sindrome, conocido como
sindrome de Naxos engloba la triada de queratosis palmoplantar no
epidermolitica, pelo lanoso y MAVD. Sigue un patron de herencia autosdémico
recesivo y fue asociado a una mutacion en el gen de la placoglobina (JUP), que
origina una delecién que tiene como resultado el truncamiento de la proteina
(Antoniades et al., 2006;McKoy et al., 2000a). Las manifestaciones epidérmicas
en los pacientes de Naxos no son tan severas como las que fueron observadas
en ratones con PG nula (Kottke et al., 2006). También se ha descrito otro
sindrome que engloba la presencia de pelo lanoso, queratosis palmoplantar y
miocardiopatia arritmogénica con afectacion predominante del VI. Este
sindrome conocido como sindrome de Carvajal sigue una herencia autosémica
recesiva y se asocia a mutaciones en el gen de la desmoplaquina (DSP)
(Figura 9).
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Figura 9. Relacién de las proteinas desmosémicas con los diferentes tipos de sindromes y
patologias de los que son responsables.

El descubrimiento de estos sindromes cardiocutaneos pone de
manifiesto la importancia de la patologia del desmosoma en la génesis de la
enfermedad, pues la piel y el miocardio son dos tejidos en los que existen gran
cantidad de desmosomas. Sin embargo, la inmensa mayoria de los casos de
MAVD no se relacionan con estos sindromes y la mayoria de mutaciones en la
proteinas desmosdmicas relacionadas con la enfermedad siguen un patron de
herencia autosomico dominante con penetrancia incompleta (Sen-Chowdhry et
al., 2007a).

3.6.2 Desmosomopatias y génesis de la MAVD/I. Genética molecular.

Las tres estructuras involucradas en la adhesion célula-célula del
miocardio son los desmosomas, las uniones adherens y las uniones gap. A
pesar que las modificaciones genéticas de cualquiera de estas tres estructuras

podrian inducir MAVD, solo las mutaciones en los genes que codifican a las
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proteinas desmosdmicas se han asociado con esta patologia. Ademas de los
genes desmosomicos, hay hasta 7 proteinas que también se relacionan con la
patologia y que son la desmina (DES), la proteina transmembrana 43 (TMEM
43), la titina (TTN), el fosfolamban (PLN), el factor transformador de crecimiento
B3 (TGFB-), la lamina (LMNA) y la a-Tcatenina (CTNNA 3) (Tabla 2). Hasta la
fecha se han identificado mas de 800 variantes en 12 genes de las que 300
han sido identificadas como perjudiciales y responsables del 60-65% de todos
los casos de MAVD (van der Zwaag et al., 2009a). La mayoria de las
mutaciones patogénicas se han identificado en los genes que codifican para las
proteinas de los desmosomas, siendo la PKP2 responsable del 35-40% de los
casos. Las mutaciones en los genes DSP, DSC2 y DSG2 son los responsables
de casi el 15-20% de los casos de MAVD (Bauce et al., 2011;Christensen et al.,
2010;Kapplinger et al., 2011).
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Tabla 2: Genes asociados con la MAVD. Campuzano O, et al.

Gen Locus HMH ID Gen Proteina Herencia
CTNNA3 10921.3 607667 29119 A-T-Catenina AD
DES 2935 125660 1674 Desmina AD
DSC2 18921 125645 1824 Desmocolina-2 AD
DSG2 18912.1 125671 1829 Desmogleina-2 AD/AR
DSP 6p24 125647 1832 Desmoplaquina AD/AR
JUP 17921 173325 3728 Placoglobina AD/AR
LMNA 1922 150330 4000 Lamina A/C AD
PKP2 12p11 609040 5318 Placofilina-2 AD/AR
PLN 6g22.1 172405 5350 Fosfolamban AD
TGFB3 14924.3 190230 7043 Factor Transf. Crec.33 AD
TMEM43 3p25.1 612048 79188 Prot. Transmembr 43 AD
TTN 2931.2 188840 7273 Titina AD
AD: Autosomica Dominante; AR: Autosdmica Recesiva; HMH: Herencia Mendeliana en
humano.
1. PKP2

La forma mas frecuente de MAVD es causada por mutaciones en el gen
de la PKP2 (ENSG00000057294). Gerull et al. sugiere que la ausencia y/o
alteracion de la estructura de la PKP2 (Figura 10A) en los desmosomas
cardiacos afecta a las interacciones miocito-miocito, induciendo la interrupcién
del miocardio, en particular en respuesta a la tension mecanica. Por lo tanto,
ésto puede ser una explicacion plausible de por qué el ejercicio es un inductor
principal de taquiarritmias ventriculares y MS cardiaca. Hasta la fecha se han
identificado mas de 150 mutaciones en este gen, haciendo que sea el principal
responsable de la enfermedad. Las variaciones mas frecuentes en PKP2
corresponden a pequefas deleciones/inserciones con un patron frameshift o
cambio en el marco de lectura (40%) (van der Zwaag et al., 2009a) seguidas de
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mutaciones nonsense o sin sentido en un 25% de los casos, variantes
missense o de sentido erroneo o alterado en un 20% y mutaciones que afectan
al splicing o al corte y empalme en un 15%. La mayoria de las mutaciones
asociadas a MAVD del gen PKP2 tienen un patron de herencia autosomico
dominante, aunque en 2006 también se describié una forma recesiva (Awad et
al., 2006) que fue una delecién de 7 pares de bases que se declaré como
silente. Aunque el resto de los casos de MAVD pueden ser debidos a
mutaciones patogénicas dentro de otros genes no descubiertos hasta la fecha,
existe la alternativa de la presencia de grandes inserciones/deleciones en
genes conocidos que no se pueden detectar por secuenciacion convencional
(Sanger). Recientemente, Roberts et al. publicaron dos casos en los que el
desarrollo de la MAVD eran debidos a grandes deleciones gendmicas en el gen
PKP2 (Roberts et al., 2013).

DSG2 binding

PKP2 N- Head Armadilo Repeats -C

1 348 831
DSP, JUP, DSC2 binding

Figura 10A. Caracteristicas estructurales del gen PKP2. Extremos N-terminal y C-terminal.

2. DSP

La desmoplaquina es la proteina mas abundante de los desmosomas,
esta codificada por el gen DSP (ENSG00000096696) (Figura 10 B) y tiene dos
isoformas generadas por splicing alternativo. La isoforma | de esta proteina es
el constituyente mas fuerte de los desmosomas y la principal isoforma presente
en el tejido cardiaco, aunque la expresion de la isoforma |l tiene lugar en varios
compartimentos del corazon (Uzumcu et al., 2006).

El primer informe sobre una variacion patogénica en el gen DSP
asociada a MAVD fue publicada en 2002 (Rampazzo et al., 2002). Afos
después Yang et al. desarrollaron in vivo e in vitro el analisis de proteinas DSP
mutantes, mostrando la interrupcidén de la interaccion DSP-DES en los discos
intercalares y marcados cambios ultraestructurales. Asi, los resultados

sugerian que la expresion de DSP en los cardiomiocitos es crucial para el

24



[CAPITULO []

mantenimiento de la integridad del tejido cardiaco y que las anormalidades en
la proteina conducen a la muerte del cardiomiocito, cambios en el metabolismo
lipidico y defectos en el desarrollo cardiaco. Se han asociado a la MAVD cerca
de 100 variantes en el gen DSP. En total, el 40% son variantes missense, el
30% variantes nonsense y el resto son pequefas inserciones/deleciones y en

la zona de splicing (Rampazzo et al., 2002;van der Zwaag et al., 2009a).

JUP, PKP2 binding
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Figura 10B. Caracteristicas estructurales del gen DSP. Extremos N-terminal y C-terminal.

3. DSC2y DSG2

La desmocolina y la desmogleina son los mayores constituyentes de la
placa desmosoma y ambas participan en la unidn celular calcio-dependiente,
en la regulacion de la morfogénesis tisular y en procesos de sefalizacion
intracelular (Saito et al., 2012) (Figura 10C). El gen DSC2 tiene 17 exones con
un rango de tamafo que va desde las 46 a las 258 pares de bases y que se
extiende por mas de 32 Kb de ADN. ElI exon 16 es empalmado
alternativamente dando lugar a las isoformas a y 8 de la proteina. El gen DSC2
humano (ENSG00000134755) codifica la forma de la proteina mas
ampliamente distribuida. En 2006, Heusher et al. publicaron las primeras
mutaciones del gen DSC2 en humanos afectados por MAVD. Ademas,
establecieron los niveles fisiolégicos de la proteina esenciales para la
formacion de los desmosomas cardiacos, asi como para la morfogénesis
temprana y funcion cardiaca. Hasta la fecha, han sido descritas menos de 50
mutaciones patogénicas en DSC2 asociadas a MAVD, de las que un 50% son
missense 'y el resto son mutaciones nonsense 'y pequenas
deleciones/inserciones que inducen a variaciones frameshift. Ademas se han
identificado 4 variantes en sitio de splicing en el gen DSC2 en casos de MAVD
que cumplen los criterios diagndsticos “Task Force Criteria” (van der Zwaag et
al., 2009b).
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DSG2 (ENSP00000261590) codifica para la unica isoforma de la
proteina desmogleina que se expresa en los cardiomiocitos. En 2006, dos
informes asociaron mutaciones en el gen DSG2 con MAVD (Pilichou et al.,
2006). Desde entonces, se han asociado mas de 50 variantes patogénicas con
MAVD. De ellas, alrededor de un 60% son missense, un 20% corresponde a
delecciones/inserciones y otro 20% a sitios de splicing (van der Zwaag et al.,
2009b).

(4]

3
Lok s
g 2
DSG2 N-|38 & ExtraceBular &£ Cytoplasmatic
o= B3CIbinding ry JOF, PRPI binding
1" s 09 6)s 1118
<
&
v.é’
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Figura 10 C. Caracteristicas estructurales de los genes DSG2 y DSC2. Extremos N-terminal y

C-terminal.

4. JUP

La placoglobina (PG) es el componente mas importante de las uniones
de adhesion celular y ademas forma complejos con cadherinas y cadherinas
desmosodmicas, siendo miembro de la familia de las cateninas ya que contiene
un motivo de repeticion aminoacidico distinto (repeticiones armadillo). El
dominio armadillo de la PG también conocido como y-catenina, tiene
aproximadamente un 85% de secuencia idéntica a la B-catenina, el principal
transductor de sefial de la via de sefializacion candnica Wnt. Debido a su
parecido estructural, la PG y la B-catenina tienen un gran numero de similitudes
estructurales complejas. La via canodnica Wnt/B-catenina es un importante
regulador del “interruptor” de la miogénesis frente la adipogénesis (Ross et al.,
2000). La activacion de esta via favorece la miogénesis e inhibe a los factores
de la transcripcion adipogénica C/EBPa y PPARy (que son los responsables
directos de la génesis de los adipocitos regulandose el uno al otro) y mantiene
a los preadipocitos en un estado indiferenciado (Ross et al., 2000). Por el
contrario, la inhibicién de la via de sefalizacion candnica Wnt/ 3-catenina por la
sobreexpresion de axina o por la expresion del factor de transcripcion Tcf712,

favorece la adipogénesis y la proliferacién de los adipocitos (Figura 11). Juega
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un papel crucial en la union de las cadherinas desmosomicas DSG y DSC al
citoesqueleto via DSP. La proteina, codificada por el gen JUP
(ENSG00000173801) esta implicada en la MAVD (McKoy et al., 2000b). La
primera mutacion de JUP asociada a MAVD fue una delecién en homocigosis
con un patron de herencia autosomico recesivo (McKoy et al., 2000b). Como se
ha hablado con anterioridad, la patologia fue identificada por primera vez en
pacientes de la isla griega de Naxos (enfermedad de Naxos). Hasta la fecha se
han identificado alrededor de 20 mutaciones patogénicas en este gen de las
que aproximadamente un 50% corresponden a mutaciones missense. El resto
son inserciones/deleciones y mutaciones en sitios de splicing (van der Zwaag
et al., 2009a).
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Figura 11. Patogénesis molecular de la MAVD. La disfuncién cardiaca puede ocurrir como
resultado de una mala incorporacion de proteinas mutadas a los desmosomas, y por lo tanto
problemas de unién miocito-miocito. La fibroadiposis resulta de la translocacion de la PG a
partir de los desmosomas en el nucleo y de la supresion competitiva de la via de sefializacion
candénica Wnt a través del factor de transcripciéon b-catenina/Tcf712. La via de sefalizacion
canonica Wnt estd implicada principalmente en el desarrollo embrionario del ventriculo
derecho y de su via de salida. La PG nuclear aumenta la expresién de marcadores
adipogénicos, la proteina morfogénica ¢sea 7 (BMP-7) y la via no candnica Wnt5b.En
contraste, se suprime la expresion del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), que es
un conocido inhibidor de la adipogénesis. Por lo tanto PG nuclear media un cambio
transcripcional de la miogénesis a la adipogénesis en el subconjunto de células progenitoras
del corazén. Este mecanismo proporciona una base para una mayor adipogénesis y la
afectacion predominante del ventriculo derecho (Lombardi and Marian, 2011).

5. PLN
El gen PLN (ENSGO00000303992) codifica para el fosfolamban, una
pequena fosfoproteina asociada al reticulo sarcoplasmico cardiaco. Es un
regulador de la bomba de calcio del reticulo sarcoplasmico (SERCa2A) del
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musculo cardiaco y por lo tanto es importante en el mantenimiento de la
homeostasis del Ca** (Maclennan et al., 2003).

Hasta la fecha las mutaciones en el gen PLN habian sido asociadas a
pacientes con MCD, sin embargo, recientemente se encontr6 una mutacién
patogénica en este gen en una familia holandesa, asociandose por primera vez
mutaciones en el PLN con la MAVD (van der Zwaag et al., 2012). Ademas,
curiosamente, este estudio mostré que los pacientes portadores de esta
mutacion p.R14del podian presentar dos fenotipos diferentes: MAVD y MCD.
Esta mutacion se habia asociado previamente con complejos QRS de bajo
voltaje y los autores sugirieron, que esta mutacidn se asocia a “miocardiopatia
arritmogénica” abarcando MAVD, MAVI y formas arritmogénicas de MCD. De
hecho, la superposicion genética entre MAVD y MCD se ha demostrado
también en otros genes asociados a la MAVD (Garcia-Pavia et al.,
2011;Hodgkinson et al., 2013).

6. LMNA

El gen de la LMNA (ESNG00000160789) tiene aproximadamente 24Kb y
contiene 12 exones. El splicing alternativo del exén 10 da lugar a dos ARNm
diferentes que codifican para dos proteinas: lamina A y lamina C.

Las alteraciones genéticas de la lamina estan asociadas con un grupo
de trastornos comunmente denominados laminopatias en los que se incluyen
patologias cardiacas (Carboni et al., 2012), pero que en un principio no estaban
asociadas a MAVD. Fue en 2012 cuando Quarta et al. realizaron un estudio en
una cohorte de 108 pacientes afectados de MAVD identificando mutaciones en
LMNA de individuos afectados. Ademas en este mismo afio se realizd un
estudio de muestras de individuos fallecidos de MS cardiaca con sospecha de
miocardiopatia y se hallé una mutacién de tipo missense en el gen de la LMNA
(Larsen et al., 2012) , incorporando el estudio de este gen en pacientes en los

que se sospecha una MAVD.
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4. MIOCARDIOPATIA DILATADA (MCD).

4.1 Etiologia

La MCD es una enfermedad del musculo cardiaco que se caracteriza por
la presencia de dilataciéon de uno o ambos ventriculos, disfuncion ventricular
sistdlica y diastodlica, que evoluciona a la insuficiencia cardiaca congestiva y
muerte prematura por arritmias o fallo cardiaco. La MCD puede ser el resultado
de una gran variedad de agentes etioldgicos que causan disfuncion o dafio en
los caradiomiocitos. En el 50% de los casos no se puede identificar una causa
desencadenante especifica (MCD ‘“idiopatica”). La incidencia de la MCD
idiopatica esta estimada en de 2 casos de cada 2500 por afio (Pinto YM et al.,
2016). Aunque la MCD tradicionalmente se ha considerado como una
enfermedad esporadica no genética, estudios recientes de familias numerosas
con MCD sugieren que los “defectos” genéticos heredados son una causa
importante de la MCD idiopatica (MCD “familiar”). En los ultimos afios se ha
demostrado una asociacion familiar en un porcentaje importante de los casos
(Gimeno et al., 2009).

4.2 Fisiopatologia de la enfermedad

El examen necropsico del corazon muestra aumento del tamafio con
dilatacion de las cuatro camaras. El espesor de la pared ventricular puede estar
disminuido debido a la dilatacion, aunque un incremento en el peso del corazén
suele reflejar que la hipertrofia ha ocurrido. Las valvulas son anatomicamente
normales, pero la mitral y la tricispide pueden presentar dilatacion de sus
anillos y elongacion de los musculos papilares (Figura 12). Las arterias
coronarias suelen ser también normales, aunque la MCD puede coexistir con
enfermedad coronaria. Con frecuencia se encuentran trombos murales en

auriculas o ventriculos.
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Figura 12: (A) Imagen externa del corazén en una MCD. Llama la atencién su punta
redondeada y su aspecto globular. (B) Apertura del corazén por el lado derecho, cavidad
ventricular y auricular dilatadas, el anillo de la valvula tricipside también esta dilatado. (C)
Apertura del corazon por el lado izquierdo en el que también se observa dilatacion auricular y
ventricular asi como del anillo mitral.

En el examen histolégico puede aparecer un miocardio basicamente
normal, aunque es frecuente la existencia de areas de generacion de las
células miocardicas con fibrosis, necrosis de fibras musculares e infiltracidon
celular que sera mas pronunciada en pacientes con un proceso inflamatorio
agudo. El examen microscépico suele mostrar gran hipertrofia de algunas fibras
con agrandamiento nuclear llamativo, junto a atrofia de otras. Cuando se
produce fibrosis patoldgica, hay un aumento de las fibras de la matriz que da
lugar a una disminucién de la flexibilidad del miocito que tiene como
consecuencia una disminucién de la distensibilidad ventricular. Esto puede
contribuir al fallo diastdlico presente en la miocardiopatia dilatada (Janicki,
1992).

La microscopia electrénica muestra también cambios inespecificos,
como un exceso de glucogeno o un incremento de mitocondrias
cualitativamente anormales, confirmando la necrosis y fibrosis. Las proteinas
contractiles miosina, actina, troponina | y troponina T pueden faltar o estar
alteradas en un porcentaje elevado de células. Pueden coexistir células
completamente normales con otras que muestras una desestructuracion
evidente de los filamentos o ausencia completa de proteinas contractiles.

A nivel molecular se observa disminucidn en la expresion del ARNm
para la cadena pesada de la [-miosina y para la actina. Por
inmunohistoquimica se ha demostrado que la intensidad de fluorescencia de la
titina (proteina del citoesqueleto que se asocia a la actina centrando la banda A
en el sarcomero y determinando la elasticidad de éste) se encuentra reducida e

incluso ausente en algunos miocitos (Hein et al., 1994).
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4.3 Clinica de la enfermedad. MCD familiar

Se considera que existe MCD familiar a priori cuando al menos uno de
los familiares de un paciente con MCD idiopatica presenta la misma
enfermedad (Michels, VV. 1992; Monserrat, L. 2002). Esta definicion es muy
restrictiva e implica una infraestimacion de la prevalencia de enfermedad
familiar. La expresion clinica de la enfermedad depende de la edad del
paciente. Se ha demostrado que entre un 10 y un 30% de los familiares que
presentan dimensiones del VI superiores a las del 95% de una poblacion
normal, con funcion sistolica conservada, desarrollan MCD en un plazo de 3-5
afnos (Baig, Mk. 1998). Por ello, se considera probable MCD familiar cuando
existe al menos un familiar con crecimiento ventricular izquierdo en el
ecocardiograma, aun teniendo una fraccion de eyeccion normal. Por otra parte,
puede ser dificil identificar la presencia de enfermedad familiar en casos con
herencia recesiva, o ligada al cromosoma X.

La realizacion de un estudio familiar en la MCD comienza con una buena
caracterizacion clinica del caso indice y una completa anamnesis familiar. Los
primeros trabajos sobre prevalencia de MCD familiar s6lo ampliaban el estudio
cuando el paciente referia la existencia de antecendentes familiares. Con esta
estrategia, la prevalencia de enfermedad familiar era de entre un 3 y un 5%.
Posteriormente, otros autores realizaron un estudio sistematico de los
familiares de pacientes con MCD idiopatica y, en la actualidad, se considera
que la prevalencia de MCD familiar es de aproximadamente un 30% de los
casos (Michels, VV. 1992; Monserrat, L. 2002; Gimeno et al., 2009). Sin
embargo, esta estimacion procede de pocos estudios con un numero reducido
de pacientes, con resultados variables (lo que probablemente depende de las
caracteristicas de las poblaciones estudiadas).

4.4 Desmosomopatias y MCD. Genética molecular

La base genética en la mayoria de los casos de MCD idiopatica sigue
siendo desconocida. Los genes que codifican las proteinas desmosomicas,
consideradas comunmente como sinénimo de otra patologia, la MAVD, son
también responsables de causar disfunciéon ventricular izquierda, pero su

importancia en pacientes con MCD inequivoca es poco conocida (Elliott et al.,
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2010). La MCD es una causa importante de insuficiencia cardiaca progresiva y
de MS. Es hereditaria en el 30-40% de todos los casos y hasta ahora se han
encontrado mas de 40 genes causales en seres humanos (Kayvanpour et al.,
2016).

Aunque el diagnostico clinico de la MAVD requiere la manifestacion de la
enfermedad en el VD, se reconoce cada vez mas que la participaciéon
biventricular es mas comun. De hecho, en algunas familias con mutaciones en
alguno/s de los genes desmosomicos, la enfermedad ventricular izquierda
puede ser predominante o exclusiva (Norman et al., 2005;Sen-Chowdhry et al.,
2007c). El examen patolégico de corazones en autopsias y/o trasplantes
cardiaco revela tanto macroscépica como microscopicamente la implicacién del
VI en un 76% de los casos (Corrado et al., 1997). En la mayoria de los casos,
la pared posterolateral del VI fue la region mas involucrada. Se sugiere que las
mutaciones en los genes desmosomicos aumentan la susceptibilidad del
miocardio a los efectos dafinos del estrés mecanico de tal modo que
predisponen la separacién del cardiomiocito, la muerte y el reemplazo eventual
por tejido fibroadiposo (Protonotarios and Tsatsopoulou, 2004). Basandose en
estas observaciones se puede llegar a la hipdtesis de que las mutaciones en
los genes desmosdmicos (Tabla 3) pueden representar a una proporcion de
pacientes cuya condicion clinica primaria se diagnostica como MCD (Elliott et
al., 2010).
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Tabla 3: Variantes en genes desmosdmicos con significado incierto identificadas en pacientes con MCD (Elliot et al 2010)

Caso Edad Sexo Gen-Cambio Efecto Sinto- ECG Monitor ECG Ectopia Ventricular con Ecocardiografia
Nucleot mas Ejercicio
1 39 V DSP-IVS15+1 G>C Splicing Disnea RS, defecto CVP multifocal 24 Recuperacion LBBB nulo (solo ectépico) ddf VI 7,0cm (150%); dsf VI 6,1cm; FA 12,9%; No
anormal conduccion en 24h ACR del VI, VD moderadamente dilatado con
PKP2-¢.26300 C>A H877Q insuficiencia sistélica sin ACR
t
2 25 V PKP2-¢c.4190 C>T S140F Disnea Fibrilacion atrial, CVP multifocal 128 Nulo ddf VI 6,8cm (140%); dsf VI 6,3cm; FA 7,4%; No
transicion Onda R en en 24h, TVNS ACR del VI; VD normal
'S
3 68 V PKP2-¢c.4190 C>T S140F Disnea RS, transicion Onda R CVP multifocal Durante recuperaciéon RBBB ddf VI 6,9cm (147%); dsf VI 6,0cm; FA 13% No
y enVS 1608 en 24h, TVNS ACR del VI; VD normal
palpitaci RBBB multifocal
ones
4 59 V PKP2-¢c.4190 C>T S140F Disnea RS, LBBB, QRSd CVP multifocal 72 Durante recuperaciéon RBBB ddf VI 7,3cm (158%); dsf VI 6,5cm; FA 11%;
170ms en 24h, TVNS deterioro global con diquinesia septal (LBBB); VD
DSP-c.8134 G>A t A2712T RBBB multifocal nulo moderadamente dilatado con insuficiencia sistélica
sin ACR
5 21 M DSP- S922fsX92 Sincope RS, inversién onda T CVP multifocal Durante recuperacién LBBB ddf VI 5,6cm (113%); dsf VI 4,5cm; FA 19,6%; No
€.2765_2766del CA 8 enaVL 3528 en 24h, TVNS ACR del VI; VD normal

LBBB multifocal

FA indica fraccidén de acortamiento; LBBB, bloqueo de la rama derecha; dsfVI, diametro sistélico final del ventriculo izquierdo, TVNS, taquicardia
ventricular no sostenida; CVP, complejos ventriculares prematuros; ACR alteraciones de la contractilidad regional; VI, ventriculo izquierdo; VD,
ventriculo derecho; ddfVI, diametro diastélico final del ventriculo izquierdo

1: Las mutaciones no fueron consideradas patogénicas para el propoésito de este estudio
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El conocimiento de las bases genéticas de la MCD es muy reciente. La
primera mutacion responsable de MCD se describié hace 15 afios en el gen de
la LMNA A/C. Desde entonces, la MCD familiar se ha relacionado con otros
genes que codifican proteinas del citoesqueleto celular, proteinas sarcoméricas
y otro genes candidatos como es el caso del PLN. Se ha intentado establecer
una relacion directa entre genotipo-fenotipo y prondstico. Sin embargo, distintas
mutaciones en un mismo gen pueden dar lugar a fenotipos completamente
diferentes. Incluso dentro de una familia en la que se identifica una
determinada mutacion, las manifestaciones clinicas son a menudo muy
variables, probablemente a causa de la influencia de otros factores genéticos y
ambientales. De todos modos, el estudio sistematico genético y clinico de
estas familias esta permitiendo avanzar rapidamente en el conocimiento de

esta compleja enfermedad.
5. SINDROME DE MUERTE SUBITA ARRITMICA (SADS)

5.1 Etiologia

El sindrome de muerte subita arritmica (SADS) también denominado
sindrome de la MS del adulto es un trastorno genético que suele afectar a
personas de 5 a 35 afos de edad. Se define MS como la aparicion repentina e
inesperada de una parada cardiaca en una persona que aparentemente se
encuentra sana y en buen estado. Una muerte causada por SADS es repentina
y sin sintomas. La autopsia molecular consiste en el estudio genético de una
muestra de sangre o tejido de la persona fallecida, que junto con el estudio
clinico de los familiares puede hacernos llegar a la enfermedad causante de la
muerte (Tan, HL. 2005; Ackerman, MJ. 2001).

Estd estimado que alrededor de un 30% de las muertes subitas que
involucran a nifios aparentemente sanos, adolescentes y jovenes no tienen
anormalidades morfolégicas que expliquen dicha muerte, quedando etiquetada
como MS con autopsia blanca (Behr et al., 2003;Chugh et al., 2000;Maron et
al., 1996;Morentin et al., 2003;Puranik et al., 2005). Para llegar al diagnostico
de una MS inexplicada con corazén estructuralmente normal es necesario
descartar una serie de otras causas de MS no cardiacas en las que pueden no

observarse lesiones tras la autopsia macroscopica, tales como las muertes de
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origen toxico, especialmente por sobredosis de farmacos, alcohol o drogas de
abuso, las muertes por electrocucion, asma o anafilaxia. De ahi la necesidad
de una autopsia completa (con estudio microscopico de todos los organos,
analisis quimico toxicolégico y bioquimico de humor vitreo etc.) y una revision
de la historia clinica y de las circunstancias de la muerte antes de hablar de
una “autopsia blanca”.

Estudios de screening familiar han determinado que hasta en un 50% de
los casos, la causa del SADS es debido a canalopatias del tipo Sindome de QT
largo (SQTL), Sindrome de Brugada (SB) vy taquicardia ventricular
catecolaminérgica (Vyas and Lambiase, 2013).

El analisis molecular de los genes desmosomicos en muestras de
personas fallecidas por MS puede determinar la mutacion causal, con lo que se
podria llegar al diagndstico certero de la causa de la muerte.
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El estudio por secuenciacion de los genes desmosémicos (DSP, PKP2,
DSC, DSG, JUP) permite conocer la causa de enfermedades como MAVD/I y
MCD en un porcentaje importante de nuestra poblacion (aproximadamente un
40%). Determinados cambios en la secuencia aminoacidica en estos genes se

asocian a perfiles fenotipicos y prondsticos especificos.

Es posible que grandes reordenamientos en los genes desmosomicos
sean también la causa del desarrollo de estas enfermedades. Mediante la
técnica del MLPA (Multiplex Ligation Plus Amplification) es posible detectar
grandes inserciones y/o deleciones en aquellos pacientes con estudio por
secuenciacion de los genes desmosomicos en los que no se haya detectado

ninguna mutacion causante de la enfermedad.

La Region de Murcia es un area geografica pequefia donde en gran
numero de ocasiones hay familias emparentadas. Ocasionalmente, familias
aparentemente no relacionadas son portadoras de mutaciones idénticas, lo que
nos hacen plantearnos la posibilidad de que estas familias tengan un antecesor
comun. Mediante el analisis de haplotipos con marcadores microsatélites
podemos buscar un efecto fundador de estas variantes y conocer el numero de

generaciones que han transcurrido desde que se origind la mutacion.

Objetivos:

1. ldentificacién de variantes patogénicas en los genes desmosomicos de
pacientes diagnosticados de MAVD/I, MCD y SADS.

2. Estudiar la patogenicidad de las variantes encontradas en los genes
desmosomicos en la MS con autopsia blanca y en pacientes diagnosticados de
MAVD/I y MCD mediante estudios bioinformaticos y haciendo uso de software
predictores.

3. Estudiar la correlacion genotipo-fenotipo de las mutaciones encontradas
(tanto de las ya conocidas como de las nuevas con significado incierto) para el
analisis de patogenicidad de dichas mutaciones mediante el estudio de
cosegregacion familiar previo analisis genético de todos los familiares.

39



[CAPITULO I}

4. Determinar la existencia y la data de fundadores en familias que comparten
una misma mutacion.

5. Estudiar la prevalencia de grandes reordenamientos en los genes
desmosomicos mediante la técnica de MLPA en pacientes diagnosticados de
MAVD/I'y MCD.
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MATERIAL Y METODOS
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1. PACIENTES Y CONTROLES

El grupo de pacientes incluidos en este trabajo vinieron referidos de la
consulta de la Unidad de Cardiopatias Familiares y del Instituto de Medicina
Legal. Constituida desde 2002, ejerce para la prevencion de la MS y
tratamiento de cardiopatias de origen genético y recientemente ha sido
acreditada como Unidad de Referencia Nacional por el Ministerio de Sanidad
(CSUR-2013).

Se reclutaron 406 individuos de familias con patologias asociadas a
alteraciones en genes desmosomicos. 184 pertenecen a 31 familias
diagnosticadas de MAVD, 171 a 24 familias diagnosticadas de MCD y 51 que
pertenecen a 4 familias diagnosticadas de SADS.

Los diagnodsticos se realizaron segun los criterios establecidos en el
consenso de expertos del afio 2010 (Marcus et al., 2010). Se ofrecio la
posibilidad de estudio clinico completo a los familiares de primer grado de los
afectados.

Se llevo a cabo la recogida de datos clinicos de todos los probandos y la
realizacion de una serie de pruebas diagnosticas (electrocardiograma digital,
ecocardiograma 2D-doppler, RMN, ergometria o prueba de esfuerzo,
electrocardiograma de sefal promediada, holter de 24 horas, estudio
histopatoldgico, estudio electrofisioldgico (EEF) y analisis genético (Anexo I).

Ademas se realiz6 el arbol genealdgico y se recogio la historia clinica de
cada familia.

Los pacientes y familiares recibieron informacion detallada de su
patologia. Para la participacion en el estudio genético se requeria la firma en un
consentimiento informado (Anexo Il, Il 'y IV).

2. ESTUDIO GENETICO

Se realizo el estudio genético a los 53 casos indice. El estudio mediante
secuenciacion de los genes PKP2, DSP, DSG2, PLN y LMNA se llevo a cabo
en el Laboratorio de Diagndéstico Genético del Hospital Clinico Universitario
Virgen de la Arrixaca, asi como en analisis mediante MLPA de los casos indice

con resultado negativo para los genes desmosomicos. El resto de genes
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(DSC2 y JUP) se mandaron a secuenciar a un laboratorio externo (Health in
Code, A Corufia). Ademas, en este laboratorio externo también se realizaron
las confirmaciones mediante NGS (Next Generation Sequencing) de los casos
positivos analizados con MLPA.

Una vez obtenido el resultado (en el caso de que fuera positivo), se
procedié al estudio genético de los familiares. Las diferentes técnicas

empleadas se describen a continuacion.

2.1 Extraccion de ADN genémico

Se extrajo el ADN (acido desoxirribonucleico) gendmico de todos los
casos indices mediante el sistema automatico de Promega (Maxwell 16 Blood
DNA Purification Kit) (Figura 13) a partir de 400 pyL de sangre periférica,
extraida en un tubo con anticoagulante EDTA. La técnica se basa en la
actuacion de unas particulas paramagnéticas que funcionan como una fase
sélida movil que optimiza la captacion, lavado y elucion de la muestra. En el
Anexo V se muestra el flujo de trabajo que se realiz6 con las muestras desde la
extraccidon de sangre hasta la prediccion de patogenicidad de una variante
nueva.

Para realizar la extraccion de ADN (Figura 13) se centrifugaron los tubos
5a 3500 rpm y se extrajo la capa de leucocitos para conseguir mayor
concentracion y pureza del material génico extraido. Las muestras de ADN se
llevaron a una concentracion de 20ng/uL y el resto se congel6 a -20°C
incluyéndose en la ADNteca de la Unidad de Cardiopatias Hereditarias.
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Figura 13. A. Maxwell 16 System. B. Guia de utilizacién del Maxwell 16. C
Esquema detalle de la extraccion de ADN.

Se midid la concentracion y pureza del ADN mediante espectofotometria
utilizando el equipo de Thermo Scientific, Nanodrop 1000 (Figura 14). Las
medidas para la concentracion se realizaron a una absorbancia (A) de 260 nm,
a la que absorben los acidos nucleicos, y la obtenida de la relacion entre
A260/A280 nm para determinar la calidad del ADN extraido, considerandose un

ratio entre 1.5-1.8 como aceptable.
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Figura 14. A. Curva de absorbancia de una muestra de ADN. B.
Nanodrop1000 (Termo).

2.2 Amplificacion y purificacion del DNA genémico

Se amplificaron cada uno de los exones de los genes desmosomicos
DSP (NM_004415.2), DSC2 (NM_024422.4), DSG2 (NM_001943.4), PKP2
(NM_004572.3) y JUP (NM_002230.2) y los genes candidatos LMNA
(NM_170707.3) y PLN (NM_002667.4) mediante la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Los cebadores utilizados se obtuvieron de la
publicaciéon de Chih Chieh Yu. et al de 2008 (Yu et al., 2008) y los que no
aparecian en esta se disefiaron mediante el programa Primer3-Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/).

Se agruparon todos los cebadores que tuvieran la misma temperatura
de hibridacion para agilizar el proceso. Se utilizaron los modelos de
termociclador: 2720 Thermal Cycler de Applied Biosystems, GeneAmp PCR
System 9700 y modelo Veriti de la misma casa.

El kit enzimatico escogido para las amplificaciones fue el kit de Promega
Go Taq Hot Start polymerase. La enzima de Promega necesita un tiempo de
activacion menor que otras de las que estan disponibles en el mercado,
ademas reduce la formacion de productos inespecificos y la formacion de
dimeros de cebadores.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 25
bL, 5 ymoles de cada dNTP (desoxinucleotido trifosfato: ATP, GTP, CTP TTP),
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50 ymoles CIMg, 10 pmoles de cada cebador (sentido y anti-sentido), 0.125 uL
Taq, 50 ng ADN (Tabla 4). Primero se realiz6 una fase de activacion de la
polimerasa a 94°C durante 2°, seguido de un programa de 35-40 ciclos que
incluye tres temperaturas: 94°C 1°(desnaturalizacion de la hebra molde), T2
variable (en funcién del cebador) 457", 72°C 1°(tiempo de extension); por ultimo
una fase de extension final 72°C 10"y 4°C indefinidamente.

Tabla 4. Reaccion en cadena de la polimerasa

PCR V (uL)
H>O 10,375
Buffer (10X) 5,0
ClaMg (25mM) 2,5
dNTP’s (2mM) 2,5
Primer F + R (10mM) 1+1
Taq (0.5U/pL) 0,125
DNA (20ng/pL) 2,5
Vol. Total 25

Se verifico la correcta amplificacion de los fragmentos mediante la
técnica de electroforesis en un gel de agarosa al 2% con tampén TBE 1X (Tris
89mM - acido bérico 89 mM — EDTA (2mM) a pH 8,4 de Bio-Rad (161-0770))
utilizando para el revelado GelRed (0,1 uyL GelRed/1 pL gel) (GelRed Nucleic
Acid Gel Satin, 10000X in Water. Catalog number: 41003. Biotium), una
solucion de tincion fluorescente de acido nucleico que sustituye al bromuro de
etidio, muy toxico, utilizado habitualmente en los laboratorios de biologia
molecular para la tincion del ADN de doble cadena. Se cargaron
aproximadamente 3 pL de producto amplificado junto con 1 pyL de tampon de
carga (0,25% (W/V) azul de bromofenol, 0,25% (W/V) cianol xileno, 30% (V/V)
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de glicerol en agua). Se utiliz6 para el revelado el transiluminador Alpha
Innotech y la camara PowerShot A640 AiAF de Canon.

A continuacidn se purificaron los amplicones mediante un método
enzimatico, con el kit Exosap-It (usb. Affimetrix) (Figura 15). Este kit incluye dos
enzimas, la exonucleasa I, que elimina las cadenas simples de ADN residuales que se
puedan formar en la PCR o restos de cebadores y una fosfatasa alcalina que elimina los
restos de ANTP’s. Se mezclan 5 pL del producto de reacciéon de PCR con 2 pL de

Exosap-It, se incuba 15" a 37 °C y seguidamente 15" a 80 °C para su inactivacion.

PCR Mixture Post-Amplification

VA V1A Vil Vi a1 Va1 Va1 Vel
NS T NS
Excess Primers ! r N '\' J:I -'l/q T ! Excess dNTPs
N\ / T T g N 1
T T T T

Add ExoSaP-IT* & 27°C, 15 min for treatment
£0°C, 15 min 1o Inactivate

'

PCR Product

VALY AN ALV A VLA Vil VY
°

Nucleosides

Inorgank: Phosphate (P)

Figura 15. Reaccion enzimatica para la purificacion del
producto de PCR

2.3 Secuenciacion automatica directa

Se utilizé la secuenciacion automatica por electroforesis capilar como
técnica para detectar alteraciones en la secuencia de los genes desmosomicos
y los genes candidados PLN y LMNA. Se empleo el Kit BigDye Terminador
(BDt) v1.1 de Applied Biosystems, una adaptacion de la reaccién enzimatica
dideoxi de Sanger (1977). Las secuencias fueron analizadas por electroforesis
capilar en el equipo ABI3130 (Applied Biosystems) (Figura 16).

47



[CAPITULO Il

Figura 16. A. Analizador ABI 3130. B. Detalle del circuito del polimero.

El programa del termociclador que se utilizd6 para la reaccion de
secuenciacion consta de una desnaturalizacion a 96 °C 1°, seguido de un
programa de 25 ciclos de tres temperaturas, 96 °C 10", 50°C 5"y 4" a 60 °C
terminando a 4 °C indefinidamente. Se trabajé con un volumen final de 5 pL;
1,75 uL “Buffer enhancer sequencing” (10X), 1,5 yL agua miliQ, 0,25 pL de BDt
v1.1, 0,5 pL cebador (“Forward” o “Reverse” 3,2 uM) y por ultimo 1 uL del
producto de PCR purificado (Tabla 5).
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Tabla 5. Reaccion de secuenciacion

Reaccidén de secuenciacién V (ML)
H>O 1,5
Buffer enhancer sequencing 1,75
Primer F 6 R (3,2 mM) 0,5
Big Dye 0,25
Producto PCR 1,0
Vol. total 5

Se realizé la reaccidn de secuenciacion, tras la purificacion del amplicon,
utilizando los mismos cebadores que para la PCR pero a una concentracion de
3,2uM. Para confirmar los posibles cambios en la secuencia se hace una
secuenciacion bidireccional. El analisis de las secuencias se realiza con los
software suministrados por la casa Applied Biosystems, “Sequencing Analysis
v.5.2" y “Seqscape v.2.5".

2.5 Purificacion de la reaccion de secuenciacion

Tras la reaccion de secuenciacion se eliminaron los restos de dNTP's
sobrantes y posibles impurezas con las columnas de EdgeBio (Performa DTR
(Dye Terminator Removal) Gel Filtration Cartridges, cuyo protocolo se detalla a
continuacion. El Kit se basa en la descripcion de Sambrook et al. (1989) de
filtracion de ADN en gel para separar fragmentos de mas de 16 pares de bases
(pb) de restos de dideoxinucleétidos marcados, dNTP’s y otras sales o
compuestos de bajo peso molecular (elimina hasta el 98% de sales presentes).

Se centrifugaron las columnas a 3000 rpm durante 2 minutos. Se retir6 el
agua restante y se colocé la columna en un vial de 1,5 ml nuevo. Se afiadieron
a los 5 pL de la reaccion de secuenciacion 10 yL de agua milliQ, el volumen
final (15 pL) lo depositamos en el centro de la columna. Se volvié a centrifugar
a 3000 rpm durante 2 minutos. Se anadieron 10 pL de formamida Hi-Di

(Applied Biosystems) que desnaturaliza la doble hebra del ADN, seguidamente
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se traspasaron las muestras purificadas a una placa de 96 pocillos
(MicroAmpTM. Optical 96-Well Reaction Plate. ApliedBiosystems) adaptada
para el secuenciador.

Cuando el numero de muestras es elevado se realiza la purificacion en
placa de columnas de EdgeBio (96 pocillos). Se centrifugaron las placas a 850
g durante 3. Al mismo tiempo se llevd el volumen de reaccion de
secuenciacion hasta 20uL. Una vez descartado el filtrado de las columnas se
aplicé el volumen de reaccién a cada uno de los 96 pocillos de la placa y se
volvié a centrifugar a 850 g 3°. Se anadieron 10 pL de formamida Hi-Di a cada
pocillo. La placa de secuenciacién se introdujo directamente en el secuenciador

ABI3130 para la electroforesis capilar.

2.6 Estudio de las alteraciones detectadas

Una vez comprobada la presencia de una alteracion en un caso indice,
tanto conocida como nueva, mediante secuenciacion bidireccional, se estudio
al resto de familiares de los que se poseia muestra, secuenciando sélo el exén
donde se detecto la variante. Cuando detectamos una alteracion no conocida
nos encontramos con dos situaciones:

1. Alteracion en region intrénica. Se considero6 las que se hallaban 30 pb
aguas arriba y abajo de la region codificante. En este caso se utilizaron
programas de analisis (indicados en la seccion 2.9 de los estudios in
silico de este capitulo) de las zonas de reconocimiento de la maquinaria
del corte y empalme, y se comprobd una posible eliminacion o aparicidon
del sitio aceptor o donador para el proceso de corte y empalme.

2. Alteracién que se encuentra dentro de la region codificante. Para
considerarla como mutacion debe estar en todos los individuos de la
familia afectados, no debe estar presente en 200 alelos de individuos
sanos sin historia de MS familiar (100 controles sanos) y se comprueba
la zona a la que afecta la mutacién, si es una zona conservada en la
evolucion entre varias especies e isoformas o se encuentra en una zona
clave de la proteina en cuestion. A estas variantes también se les realizd
el estudio in silico con los programas detallados en la seccién 2.9.2 de

este capitulo.
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2.7 Estudio de grandes reordenamientos en los genes desmosémicos

El MLPA (del inglés Multiplex Ligation Probe Amplification) es un método
descrito en 2002 por J. Schouten que permite la busqueda de grandes
deleciones o duplicaciones, asi como la cuantificacion del ADN. Puede
utilizarse tanto en ADN gendémico como en ARNm (Gallano P., 2005). Requiere
la hibridacion especifica de la secuencia, seguida de una amplificacion de las
sondas que hayan hibridado y un analisis semicuantitativo de los productos de
PCR resultantes. Permite detectar los cambios en el numero de copias de
secuencias de mas de 45 nucledtidos en una sola reaccion. La deteccion en
una muestra de dos regiones contiguas delecionadas proporcionaria un
confirmatorio interno de la propia delecion. En el caso de la delecién de un
unico exdn es necesaria la comprobacién mediante otro método para la
confirmacion (Vaughn et al., 2008).

En la técnica de MLPA para el estudio de estos reordenamientos
usamos el Kit SALSA MLPA KIT FOR DNA. P168-050R ARVC. 2X50 (100
reacciones) de MRC Holland. Las sondas utilizadas en el kit para la deteccién
de grandes reordenamientos génicos vienen indicadas en las tablas del Anexo
VI. Se optimizé la técnica en el termociclador Mastercycler de Eppendorf
(Figura 17A).

Se realizé el estudio en aquellas muestras en las que no se hubiera
detectado ninguna mutacién causal. El protocolo para la deteccion de grandes
reordenamientos se compone de 5 pasos (Figura 17B).

1. Desnaturalizacion del ADN e hibridacién de las sondas. Primero se
desnaturalizan 5uL de ADN (20ng/uL) 5" a 98 °C. Se enfrian y pausan a
25 °C antes de abrir el termociclador y se afadieron 1,5 yL de SALSA
probemix y 1,5 yL de MLPA buffer a cada tubo. Se mezclan e incuban 1’
a 95 °C seguido de 18 horas a 60 °C.

2. Reaccion de Ligacion. Se reduce la temperatura hasta 54 °C y se
afiaden 32 pL de la mezcla de ligacién (3 pL de Ligase buffer A, 3 pL
Ligase buffer B y 25 pyL de agua miliQ. Se afiade 1 pL de Ligase-65) y se
homogenizan bien. Se incuban 15" a 54 °C seguido de 5" a 98 °C.
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3. Reaccién de PCR. Se mezclan en tubos nuevos: 4 yL de SALSA PCR
buffer, 26 yL de agua miliQ y 10 yL de la reaccion de ligacion anterior.
En el termociclador a 60 °C mientras se prepara la mezcla de la
polimerasa que contiene: 2 yL de SALSA PCR primers, 2 uL de SALSA
Enzyme Dilution buffer, 5,5 yL de agua y por ultimo se afiaden 0,5 uL de
polimerasa por tubo y se mezcla bien. El programa de PCR consta de 35
ciclos de 307" 95 °C, 30" 60 °C y 60" a 72 °C. Finalmente se termina con
una incubacion de 20" a 72 °C.

4. Separacion de los productos de amplificaciobn mediante
electroforesis. Se mezclan 12 uL de Formamida Hi-Di, 1 yL de producto
de amplificacion y 0,5 yL del marcador de tamafio utilizado, en nuestro
caso LI1Z500, y se desnaturaliza 5" a 95 °C.

5. Analisis de datos. Los datos obtenidos del analizador ABI3130 se
visualizan con el software GeneMapper v. 4.0 (Applied Biosystems).
Mediante una plantilla de analisis se normalizan los datos con respecto a
las areas de los controles sanos. A continuacion se comprueba la
existencia de una posible duplicacién o delecion en el gen. Utilizamos los
rangos de referencia utilizados por otros grupos de investigacion e
indicados por la casa comercial (MRC Holland), considerando un valor
por debajo de 0,6 sospechoso de delecion y por encima de 1,4 de
duplicacion, utilizando siempre dos controles sanos como referencia.
Ambos se tendrian que confirmar posteriormente. Se debe tener en cuenta
que quizas algunos polimorfismos interfieran en la hibridacion de alguna sonda y

pudiera generar un falso positivo.
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1. Denaturation and Hybridization
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Figura 17. A. Termociclador Mastercycler (Eppendorf). B. Esquema de pasos a seguir de la técnica de
MLPA.
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2.8 Estudio de microsatélites

El ADN microsatélite, también conocido como STR (“Short Tandem
Repeats”), se define como segmentos cortos de mono, di, tri o tetranucleotidos
y constituye el 2% del genoma.

El uso de microsatélites ofrece algunas ventajas como marcador genético:
1. Se transmite de manera mendeliana.
2. El numero de unidades de repeticion puede variar de un individuo a otro.
3. Estos marcadores se pueden utilizar para el analisis de ligamiento,
efecto fundador, pruebas de identidad, parentesco y mapeo de genes
relacionados con alguna patologia o caracteristicas concretas.

La técnica de microsatélites se ha utilizado para el estudio de 3 familias
portadoras de una misma mutacion conocida en el exén 11 del gen DSP para
demostrar el efecto fundador y que comparten un antecesor comun.

El estudio con microsatélites se realizé en dos fases: una primera fase
en la que se utilizaron dos marcadores obtenidos del trabajo publicado por
Norgett et al. Uno de los marcadores (Des.mic.1) se localiza en el intron 1,
aguas arriba del ex6n 11 donde se da la mutacion. El otro marcador
(Des.mic.3) se localiza en el intron 23, aguas abajo del exén 11.
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Posteriormente, y con el fin de la busqueda de un efecto fundador y de
calcular cuantas generaciones han pasado desde el origen de la variante, se
realiz6 una segunda fase en la que se utilizaron 4 microsatélites obtenidos de

www.ensembl.org: el marcador D6S1640 se localiza aguas arriba del gen

DSP a una distancia de 0,13 MB, el marcador D6S1574 también se localiza
aguas arriba del gen a una distancia de 1,53 MB del mismo, el marcador
D6S1674 se localiza aguas abajo del gen a una distancia de 0,5 MB y por
ultimo el marcador D6S1660 se localiza aguas abajo del gen a una distancia de
15,7 MB.

Los primers de los microsatélites utilizados en la primera fase estan
indicados en la tabla 6 A (Norgett et al., 2000) y los de los microsatélites
utilizados en la segunda fase estan indicados en la tabla 6 B. La ubicacion de
los microsatélites en el cromosoma 6 viene indicada en la figura 18. Los
cebadores “forward” fueron marcados con el fluoréforo 6-FAM. Se ha utilizado
el kit de Qiagen “Type-it Microsatellite PCR Kit” (Cat. N° 206241). El programa
de amplificacion utilizado consta de varios pasos, 5" a 95° (activacion de la
polimerasa de la Master Mix), 28 ciclos de 3 temperaturas: 30" 95° 90" a 57°
y 30" a 72° una extension final de 30" a 60° y a 4° indefinidamente. Para la
PCR de microsatélites utilizamos los reactivos y cantidades sefialados en la
tabla 7.

Tabla 6 A. Marcadores microsatélites para el gen DSP.

Microsatélite Secuencia (5 3°)
Des.mic.1-F CCCATCTATGCATAATGCAAC
Des.mic.1-R GTCCTCACGGTAGTGCTACAAG
Des.mic.3-F CGCTTTTGATCATGGCCCTAGTC
Des.mic.3-R CTCACCTGTTACAGCTAGATG
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Tabla 6 B. Marcadores microsatélites para el analisis de la MAVI.

Microsatélite

D6S1640-F
D6S1640-R
D6S1574-F
D6S1574-R
D6S1674-F
D6S1674-R
D6S1660-F

D6S1660-R

Secuencia (5 3’)
AGCCAGGCATGCTAACAT
GGATTACAGGCACCCAGTA
AAGAACTTCCCAAACCAAT
AACCATCCAGGACATCAA
CCTTAAACAAACAATAAGACCACC
CAGCCTAGAAAACAGAGCCA
GAGTCTTGAGTAACTCCCACG

GACAATGAGTATCCCCCAC

Tabla 7. PCR de microsatélites.

PCR de microsatélites V (pL)
H,O0 6,5
Master Mix 12,5
Solucion Q 2,5
Primer (2uM cada cebador) 2,5
ADN (20ng/uL) 1,0
Vol. total 25
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Figura 18. Cromosoma 6; la flecha indica la
posicion de los marcadores microsatélites
entre 6.p23 y 6.p24.

La muestra una vez amplificada se introduce en el analizador ABI3130
para la electroforesis capilar y el posterior analisis de fragmentos. Para ello se
mezcla 1 yL de producto de amplificacion con 12 pyL de formamida Hi-Di y 0,5
pML del marcador de tamafo LIZ-500 (Gene Scan- 500 LIZ Size Standard.
Part.N° 4322682) y se calienta durante 5 minutos a 95°C.

Los datos obtenidos se analizan mediante el software Genemapper v
4.0, facilitado por Applied Biosystems. Cada microsatélite amplificado se repite
un numero de veces determinado en el alelo paterno y materno y se representa
mediante un pico. Dependiendo del numero de repeticiones obtendremos un

pico con mayor o menor tamano.
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2.9 Analisis bioinformatico de las variantes nuevas. Estudios “in silico”.

2.9.1 Identificacién de posiciones conservadas

Para determinar la posibilidad de que una variante fuera patogena se
tiene en cuenta la localizacion en la proteina, si una variante se encuentra en
una zona importante para el funcionamiento de la proteina su patogenicidad
sera mayor. Un claro ejemplo es el caso de las mutaciones dominantes en la
region N-terminal de la desmoplaquina que son responsables directas de la
MAVD. Estudiaremos la conservacion filogenética entre especies de todas las
variantes encontradas para lo que utilizaremos el software Mutation Taster.
Tomaremos como residuo altamente conservado aquel que sea idéntico en al
menos 5 especies de las que el programa usa como referencia (Chimp,
Rhesus, Xenopus, Cat, Mouse, Chiken, Zebrafish, Fugu, Elegans y Drosophila),
como moderadamente conservado cuando el residuo sea idéntico en 4 de
estas especies y como poco conservado cuando sea idéntico en 3 o menos

especies.
2.9.2 Estudio de variantes de cambio de sentido

Actualmente hay una gran variedad de herramientas in-silico disponibles
que pueden ayudar en la interpretacion de las variantes de secuencias. Los
algoritmos utilizados por cada herramienta pueden diferir, pero pueden incluir la
determinacién del efecto de la variante de secuencia en el nivel de nucledtidos
y aminoacidos incluyendo la determinacion del efecto de la variante en los
transcritos de genes primarios y alternativos, otros elementos gendmicos, asi
como el impacto potencial de la variante sobre la proteina (Richards et
al.,2015)

Cuando detectamos una mutacion de cambio de sentido utilizamos 3
programas de prediccion:

1. Pmut (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/wholeHelp.htm). Predice

un valor mayor que 0,5 como patolédgico, variando la fiabilidad

entre O (fiabilidad baja) y 9 (altamente fiable).
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2. Polyphen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Calcula las

diferencias entre la variante salvaje y la mutante asignandole un
determinado valor, éste varia entre: >2 (afecta a la funcidén y
estructura de la proteina), 1,5-2 (posiblemente perjudicial) y <1,5
(benigna).

3. Mutation T@ster (http://www.mutationtaster.org/ ). Predice la

patogenicidad de la variante y diferencia entre “mutacidén causante
de la enfermedad” y “polimorfismo” con un rango de posibiliad P
(0-1).

2.9.3 Estudio de variantes intronicas

Los programas de identificacion de sitios donadores y aceptores de
“splicing” y proteinas intervinientes, que ayudan a predecir al efecto de una
nueva mutacion en el sitio de “splicing” asignando un valor determinado a la
probabilidad de que la posicién estudiada esté en un sitio aceptor o donador.
En general, las herramientas de prediccién del sitio de “splicing” tienen una
sensibilidad aumentada (90-100%) con respecto a la especificidad (60-80%) en

la prediccion de anomalias. El programa utilizado fue:

1. ESEFinder
(http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/esefinder.cqgi?process=home

)
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RESULTADOS
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1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Se ha realizado el estudio clinico de 406 pacientes de los que 184
pertenecen a 31 familias diagnosticadas de MAVD, 171 a 24 familias
diagnosticadas de MCD y 51 que pertenecen a 4 familias diagnosticadas de
SADS. Las caracteristicas clinicas de todos los casos indice vienen resumidas
en la Tabla 8.

La edad del diagnéstico en los probandos afectados de MAVD fue de
43,0 £ 17,4 anos, en los afectados de MCD fue de 39,4 + 18,7 afios y en los
afectados de SADS fue de 25,7 + 15,3 afios. La media de individuos varones
en las familias diagnosticadas de MAVD es de 16,6 varones (56,0%), en las
familias diagnosticadas de MCD hay una media de 14,60 varones (86,0%) y en
las diagnosticadas de SADS la media de individuos varones es de 4 varones
(100,0%). En cuanto a los individuos que sufrieron algun tipo de sincope, en las
familias diagnosticadas de MAVD, un probando sufrié sincope cardiogenético y
ninguno sincope vasovagal. En las familias con diagnodstico de MCD, 6
probandos sufrieron sincope cardiogenético y 1 sincope vasovagal. En las
familias con diagnostico de SADS unicamente un individuo sufrio sincope
vasovagal. De los casos indice diagnosticados de MAVD, 5 (20,8%) tuvieron
NYHA inicial, 21 (91,3%) tuvieron NYHA tipo |, 2 (8,6%) NYHA tipo IlI, 1 (4,3%)
NYHA tipo Il y ninguno NYHA tipo IV. De los casos indice diagnosticados de
MCD, 1(4,16%) tuvo NYHA inicial, 9 (39,1%) tuvieron NYHA tipo |, 8 (34,7%)
NYHA tipo Il, ninguno NYHA tipo lll 'y 7 (30,4%) tuvieron NYHA tipo IV. De los
casos indice diagnosticados de SADS, 1 (4,16%) tuvo NYHA inicial y 4
(100,0%) tuvieron NYHA tipo |. Los casos indice diagnosticados de MAVD
tuvieron una fraccién de eyeccion (FE) media de 54,2 % y los diagnosticados
de MCD de 36,7 %.

De los casos indice diagnosticados de MAVD, 3 (12,5%) sufrieron una
parada cardiaca resucitada, otros 3 (12,5%) sufrieron MS, 5 (20,8%) tuvieron
una descarga del desfibrilador automatico implantable (DAI), 1 (4,1%) murid por
insuficiencia cardiaca (IC) y ninguno por accidente cerebro-ventricular (ACV).
De los diagnosticados de MCD, 1 (4,0%) sufri6 parada cardiaca resucitada, 2
(8,0%) sufrieron MS, 5 (20,0%) tuvieron una descarga del DAI, 1 (4,0%) murid
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por IC y 1 (4,0%) por ACV. De los casos indice diagnosticados de SADS, 1
(25,0%) sufrié una parada cardiaca resucitada y 3 (75,0%) sufrieron MS.

Tabla 8. Resumen de las caracteristicas clinicas de los casos indice

Caracteristicas clinicas MAVD (n=184; MCD (n=171; MS/MSR: SADS (n=51;
31 familias) 24 familias) 4 familias)
Edad diagnéstico 43,00 £ 17,47 39,41 + 18,75 25,75+ 15,39

Varon (X; %)

22 (70,9%)

14; (56,0%)

4; (100,0%)

Sincope vasovagal X 1(4,0%) 1 (25,0%)
Sincope cardiogenético 1(4,3%) 6 (24,0%) X
NYHA | 21 (91,3%) 9 (39,1%) 4 (100,0%)
NYHA II 2 (8,6%) 8 (34,7%) X
NYHA Il 1(4,3%) X X
NYHA IV X 7 (30,4%) X
FE VI (%) 54,2% 36,7% X
LVNC 2 (8,0%) 8 (32,0%) X

Ritmo sinusal

20 (80,0%)

14 (56,0%)

4 (100,0%)

FA Parox 3 (12,5%) 0 0
FA persistente 0 1(4,0%) 0
FA crénica 2 (8,0%) 6 (24,0%) 0
TVNS holter 4 (16,0%) 9 (36,0%) 0
TV clinica 4 (16,0%) 7 (28,0%) 0
Transplante 0 4 (16,0%) 0
Parada cardiaca resucitada 3 (12,5%) 1(4,0%) 1 (25,0%)
Muerte subita 3(12,5%) 2 (8,0%) 3 (75,0%)
Descarga del DAI 5 (20,8%) 5 (20,0%) 0
Muerte por IC 1(4,3%) 1(4,0%) 0

62



[CAPITULO IV]

2. RESULTADOS DEL ESTUDIO GENETICO FAMILIAR

En este estudio se han incluido un total de 406 pacientes de los que 184
(31 familias) pertenecen a un grupo diagnosticado de MAVD, 171 (24 familias)
pacientes a otro grupo diagnosticado de MCD y 51 pacientes (4 familias)
pertenecen a un tercer grupo diagnosticado de SADS.

Se detectaron un total de 33 variantes. 10 de ellas en el gen DSP (1
frameshift, 3 missense, 3 nonsense, 1 intronica y 2 variantes silentes), 10
variantes en el gen PKP2 (1 frameshift, 7 missense, 1 nonsense, una variante
intrébnica y una gran delecion encontrada por MLPA y confirmada mediante
NGS), 4 en el gen DSC2 (1 frameshift, 2 missense y una variante silente), 3 en
el gen DSG2 (las 3 missense), 2 en el gen JUP (1 missense y 1 silente), 1 en el
gen PLN (1 delecion) y 3 en el gen LMNA (1 missense y 2 nonsense).

Los resultados del estudio bioinformatico de cada variante encontrada en
el analisis genético de cada familia, el estudio de la conservacion filogenética
de cada una de estas variantes, asi como el estudio de penetrancia y
cosegregacion, cuyo dato numérico en % se obtiene de calcular la probabilidad
de que la variante se asocie al fenotipo teniendo en cuenta solamente los

afectados portadores, se encuentran resumidas en la Tabla 9.

63



[CAPITULO IV]

64



[CAPITULO IV]

Tabla 9. Estudio bioinformdtico de las variantes halladas, estudios de conservacion filogenética y estudios de penetrancia/cosegregacion.

CONS. PENETRANCIA/COSEGRE
GEN | EXON/INTRON VARIANTE REF NCBI/HGMD | MUTATION TASTER POLYPHEN-2 PMUT ESEFINDER FLOGENETICA GACION (prob)
D5P 23 A10745fsX1087 x DM Dcm X X x NO 50%,/C (B7%)
D5P 23 p.Glul740Lys | rs142885240 NOM SNP p=0,58 BE 5C=0,17 N (2) x " 0
D5P 24 p.GIn1925* x NOM Dcm X ® . 33,3%/NPC (50%)
D5P 19 p.ArgBTTArE re1016835 NOM SNP p=4,08 (TGP X x NO
D5P 23 p.Argl537Cys | rs28763967 NDM SNP p=0,71 PD 5C=0,965 P(3) X . 60% NPC
D5P 11 p.GIna47* x NOM DCM p=0,94 X X x . 77,7%/C [100%)
DsP 11 p.Arga2s® % DeM [ X X ® .- 50%,/NC [50%)
D5P 23 p.Argl458Gly ® oM SNP p=0,54 BE 5C=0,125 P(1) ® )
D5P 23 p.Tyrl512Cys | re207629% SNP SNP p=0,93 BE 5C=0,237 P (5) x )
D5P 8 IVSB-1G>A x x X S| AFECTA SPLICING 33,3%,/NPC (50%)
PKP2 5 p.Alad18Asp ® NOM DCM p=0,98 PD 5C=0,986 N (0) ® wh 50%,/NPC (50%)
PKP2 10 p.Gly712Arg ® NOM DCM p=0,78 PD 5C=0,595 P (4) x ) 11,1%/NC (50%)
PKP2 7 p.Serl40Phe | rs150821281 DM SNP p=0,52 BE 5C=0,007 P (B) x ** 37,5%/C (B7%)
PKP2 1 p.Asp26Asn | rel43004808 DM SNP p=0,83 PD 5C=0,859 N (4) x " 66,663/ NP (753%)
PKP2 2 p.Arg79GIn SNP P (0) x s 50%,/NP (753)
PKP2 2 p.Arg79* x DM [ X X x " 100%/NPC (50%)
PKP2 7 p.Thr526Met x ocM SNP p=0,%9 BE 5C=D,032 P (D) x NO
PKP2 13 p.Val&a7fe*930 x ocM DCM p=0,99 X x = 25%,/NP (50%)
PKP2 4 IVS4-11T>C x P X NO AFECTA SPLICING 100%/NP (50%)
D5C2 4 p.Alal33Thr ® NOM SNP p=0,87 BE 5C=D0,008 N (2) x s 0
D5C2 7 p.Gly2a6Val x uv SNP p=0,38 BE 5C=D,266 P(2) x * 0
DsC2 16 p.GluB9Efs*900 x NPV DcM p=1 X x s 44,44%/C (943%)
DsC2 2 p.Lewd7leu rs12954874 SNP SNP p=0,72 (TGP) X x .
D5G2 15 p.Alageaval x NOM DCM p=0,67 PD 5C=0,376 N (5) x = 100%/NP (50%)
D5G2 15 p.valg20Gly x DcM SNP p=0,94 BE 5C=0,154 P (0} x = 50%C ?
D5G2 13 p.Gly63BArgE x Dem DCM p=0,87 PD 5C=0,999 P(3) X s 100%,/NPC [50%)
up g p.Alas21Ala | rel49926974 NPV SNP p=0,72 X ® . 100%/NP (50%)
up 2 p.Thrlglle ® [ila] DCM p=0,59 PSD 5C=0,514 N (3] ® - 100%/NPC (50%)
PLN ] p.Argladel X DCM DCM p=1 X x s 37,5%/C (87%)
LMNA 10 p.Arg545HIs | rel42191737 NDM DCM p=0,999 PSD 5C=0,816 P (4) X vee 33,3%/NP [50%)
LMINA 4 p.Arg225* X DCM DCM p=1 X X X — 100%/NP (50%)
LMNA [ p.Arg32l* ® DCM DCM p=1 X X ® s 100%/NP (50%)

DCM: mutacion causal de enfermedad, NPV: variante no patogénica, NDM: mutacion no descrita, SNP: Polimorfismo, UV: variante desconocida, BE:

benigna, PD : probablemente dafiina, PSD: posiblemente dafiina, p: probabilidad; SC: score; C: cosegrega, NC: no cosegrega, NPC: imposible calcular la

cosegregacion, P: patogénica, N: neutral; *: poco conservado,; **: parcialmente conservado; ***: altamente conservado; NO: no conservado
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2.1 FAMILIAS DIAGNOSTICADAS DE MAVD CON GENOTIPO POSITIVO

* FAMILIA 1 (H14)

Familia 1 p-Arg425*. Exén 11 DSP

H14

Ya- O
I.1 1.2
I I
N N——O A
II.1 I1.2 I1.3 I1.4 I1.5
E1— E1— E1+4/—
I |
N N
III.1 II1.2 II1.3

E14/—

. Arrhythmogenic cardiomyopathy E1 DSP (g.7568676C>T, c.1273C>T, p.Arg425*)

Arrhythmogenic cardiomyopathy * Reviewed/verified by our clinical team

?

Arrhythmogenic cardiomyopathy

N

Figura 19. Arbol genealdgico de la familia 1.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice (II.6) es una mujer de 43 anos de edad, afectada de
MAVD y que presenta disnea y dolor toracico. Presenta un ECG con complejos
QRS de bajo voltaje y se le realiza ecocardiografia con la que se observa
disfuncion del VI moderada. Se le implanta un DAI. La probando tiene 3
hermanos de los que solo uno de ellos (l.4), afectado, fallece a los 26 afos a
consecuencia de lo que parecia una MA con afectacion biventricular. Los otros

dos hermanos (lI.1 y 11.2) poseen fenotipo normal al igual que los dos hijos de
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uno de ellos (lll.1 y Ill.2). La hija de la probando (lll.3) tiene fenotipo
desconocido y su padre presuntamente también estaba afectado.
Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante encontrada en esta familia, p.Arg425%/9.26807C>T, es una
mutacion con frecuencia desconocida localizada en el exén 11 del gen DSP. Es
una mutacion que provoca un truncamiento de la proteina ya que se produce
por un codon de stop y esta referenciada en la base de datos HGMD como
mutacion causante de la patologia.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

La prediccion del efecto de la sustitucion del aminoacido R por un codon
stop X en el residuo 425 utilizando el software Mutation Taster, con un score de
1 (rango de probabilidad de 0-1) (Tabla 9).

La variante p.R425* es una variante poco conservada entre especies. El
residuo R425 se encuentra parcialmente conservado en humano, chimpance,
raton y pollo.

Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de 4 individuos de la familia. Dos de
ellos son portadores de la variante (1.6 y 111.3) y dos no portadores o wildtype
(1.1 y 1.2) Hay una penetrancia de un 50% y la mutacién cosegrega con la
enfermedad.
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* FAMILIA 2 (H248)

Familia 2 p.Glu896fs*900. Exon 16 DSC2

H248

N

11 1.2
P l‘ O
II.1 I1.2 I1.3 I11.4
E1+4/— E1—
N ? O ?
III.1 III.2 II1.3 1114 II1.5 II1.6
E1— E1+/— E1— E1+/—

. Arrhythmogenic cardiomyopathy E1 DSC2 (g.28648002_28648003insAT, c.2685_2686insTA, p.Glu896*)

Arrhythmogenic cardiomyopathy

Arrhythmogenic cardiomyopathy

Figura 20. Arbol genealdgico de la familia 2.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice (Il.1) es una mujer de 65 afios asintomatica hasta el
momento del ingreso por un presincope. Se le realiza una RMN diagndstica de
MAVD vy se le implanta un DAl monocameral por prevencion primaria. Tanto el
padre (1.1) como el hermano (11.3) y una hija de la probando (lll.1) tienen un

fenotipo normal. Tiene un hijo con fenotipo dudoso (lII.3).
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Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.Glu896fs*900, esta localizada
en el exon 16 del gen DSC2 (concretamente en el dominio C-terminal de este
gen) y es de tipo frameshift. Se trata de una duplicacion/insercion en la posicion
g.34378-9 de los dos nucledtidos GA de la secuencia genomica de DSC2, dan
lugar a un transcrito aberrante que si se tradujera provocaria un codén de stop
prematuro en el aminoacido 900. El gen DSC2 tiene dos sitios de splicing
alternativos que codifican las isoformas a y b de la proteina. Ambas se
diferencian en la longitud del extremo C-terminal, siendo la isoforma b mas
corta (producto de un coddén de stop adicional en el exon 16). El exdon 16
codifica para el dominio intracelular de la secuencia de tipo caderina (ICS) y se
expresa solamente en la isoforma a. El frame shift provocado por esta variante
produce un codon de stop prematuro y la alteracion de los ultimos 5
aminoacidos de la isoforma a (tres cambian y los 2 finales se pierden). Estudios
funcionales in-vitro demostraron que la isoforma a truncada producida se
localiza en el citoplasma y no en la membrana plasmatica como la proteina
salvaje. Sin embargo, la isoforma b queda completamente funcional y seria
capaz de compensar la deficiencia relativa de la isoforma a. Ademas, y a
diferencia de lo que ocurre en otros tejidos, la isoforma b es la que mas se
expresa en el corazén y este hecho apoyaria la teoria de compensacion entre
isoformas.
La variante esta referenciada en la base de datos NCBI como variante no
patogénica o polimorfismo..
Estudios “in silico” y conservacion filogenética

La prediccion con Mutation Taster es como patogénica con un score de
1 (rango de probabilidad de 0-1). El software Polyphen-2 no reconoce la
variante por lo que no es posible su analisis (Tabla 9).

La mutacion afecta a un residuo que se encuentra altamente conservado
en humano, chimpancé, macaco, gato, ratén, pollo y rana. El dominio se
encuentra totalmente conservado en los 4 primeros niveles. En raton, pollo,

rana, pez zebra y en fugu se encuentra parcialmente conservado.
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Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 6 individuos descritos. Los
individuos afectados o posiblemente afectados son portadores de la variante.
La penetrancia en esta familia es de un 66,6% Yy la variante cosegrega con la
enfermedad.

* FAMILIA 3 (H260)

Familia 3 p.Glu896fs*900. Exon 16 DSC2

H260

I1 1.2
E14/—
IL.1 I1.2 I1.3 I1.4 115 11.6 1.7
E1+/—
IIL.1 II1.2 IIL.3 IIL.4 II1.5 II1.6
E1+/— E1— E1— E1—

. Arrhythmogenic cardiomyopathy E1  DSC2 (g.28648002_28648003insAT, c.2685_2686insTA, p.Glu896*)
P Arrhythmogenic cardiomyopathy
H

Arrhythmogenic cardiomyopathy

N

Figura 21. Arbol genealdgico de la familia 3.
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Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice (11.1) es un vardn de 67 afos diagnosticado de MAVD con
ecocardiografia normal pero con RMN claramente patoldgica y presincopes de
poca duracion. Lleva implantado un DAI bicameral por prevencion primaria. La
madre del probando (1.2) tiene fenotipo patoldgico al igual que una de sus hijas
(I11.1), un hijo y una hija mas con fenotipo normal (111.3 y lll.4) y otro hijo con
fenotipo dudoso (ll1.6).
Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.E896fs*900, esta localizada en
el exon 16 del gen DSC2 (concretamente en el dominio C-terminal de este gen)
y es de tipo frameshift . Se ha descrito previamente en la familia 2.
Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Se ha realizado el estudio bioinformatico del efecto frameshift que
produce este codon de stop con los software Mutation Taster, Polyphen-2 y
Pmut. La prediccion es la misma que en la familia 2.
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 6 individuos descritos. El caso
indice (I.1), que esta afectado, es portador de la mutacion al igual que los otros
dos individuos con fenotipo patolégico (1.2 y 1ll.1). De los otros tres individuos,
dos de ellos (l11.3, 11.4) tienen un fenotipo normal son wildtype y el otro (l11.6)
tiene un fenotipo dudoso y también es wildtype. La penetrancia en esta familia
es de un 100%, y la variante cosegrega con la enfermedad.
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* FAMILIA 4 (H289)

Familia 4 p-Ser837fs. Exon 13 PKP2

H289

Q)

11 12
E1 -|-/_
w1 1.2 1.3 L4 L5 1.6 .7
- Ef E1 -I-I_ Ef
P J'% @
L1 1.2
E1 -I-/— E1 +/.—

. Arrhythmogenic cardiomyopathy E1  PKP2(c.2509_2509delA, p.Ser837fs)

E Arrhythmogenic cardiomyopathy

Figura 22. Arbol genealdgico de la familia 4.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (I1l.1) es un varon de 26 afios afectado de
MAVD que fallece subitamente mientras practica deporte. Sufria de
palpitaciones recurrentes pero se neg6é a implantarse un DAI. El resto de
individuos evaluados en esta familia son sanos.

Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.Ser837fs/g.104134delA, esta
localizada en el exon 13 del gen PKP2. Esta catalogada en NCBI como
variante causal de la enfermedad.

Esta variante es una mutacion recurrente en varias familias caucasicas
de varios paises. Ha sido claramente asociada con el desarrollo de MAVD y se
ha demostrado su cosegregacion en varias familias aunque con penetrancia
incompleta.

La delecién de un nucledtido de adenina en la posicion g.104135 de la

secuencia genomica de PKP2 da lugar a un transcrito aberrante que si se
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traduce daria lugar a un nucleétido de parada prematuro en el aminoacido 930
que se encuentra en el dominio C-terminal de la placofilina.
Estudios “in silico” y conservacion filogenética

La prediccion con Mutation Taster es como patogénica con un score de
0.99 (rango de probabilidad de 0-1). El software Polyphen-2 no reconoce la
variante por lo que no es posible su analisis (Tabla 9).

La mutacion afecta a un residuo V837 que se encuentra conservado en
humano y 4 especies mas: chimpancé, macaco, raton y pollo. EI dominio se
encuentra totalmente conservado en chimpancé, macaco y raton vy
parcialmente conservado en pez cebra y en drosofila.

Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 7 individuos descritos en esta
familia. El caso indice (lll.1) ademas de estar afectado era portador de la
variante p.V837fs*930. La hermana (lll.2), la madre (lI.6) y la abuela del
probando (l.2) también son portadoras de la variante, pero tienen fenotipo
normal. El resto de individuos son wildtype.

La penetrancia en esta familia es de un 25%. No podemos estudiar la
cosegregacion ya que solo hay un individuo afectado en la familia.

73



[CAPITULO IV]

* FAMILIA 5 (H291)

Familia 5 p-Arg79*. Exén 2 PKP2
H291
P . O
I.1 1.2
E14/—

| O

II.1 I1.2
E1— E1—

. Arrhythmogenic cardiomyopathy E1  PKP2 (g.33031955G>A, c.235C>T, p.Arg79*)

Figura 23.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice (I.1) es un vardn fallecido en 2011 afectado de MAVD.
Como caracteristica remarcar un complejo QRS de bajo voltaje, ondas T
negativas V3-V6 y DIIl. Los otros dos individuos estudiados en la familia (11.1 y
11.2), hija e hijo del probando, no estan afectados.
Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.R79%9.17826C>T, se
encuentra localizada en el exéon 2 del gen PKP2 y es considerada como
mutacion ya que no se encuentra presente en controles de la poblacién . Es
una mutacion que provoca un truncamiento de la proteina ya que se produce
por un codon de stop y se encuentra referenciada en la base de datos HGMD
como variante causal de la enfermedad.
Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Se ha realizado el estudio bioinformatico del efecto de la sustitucion del
aminoacido Arg por un codon stop en el residuo 79 utilizando 3 softwares:
Mutation Taster, Polyphen-2 y Pmut. La prediccion con Mutation Taster es
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como variante causante de la enfermedad. Polyphen-2 y Pmut no reconocen la
variante y no es posible estudiar su patogenicidad con estos software (Tabla 9).

La mutacion afecta al residuo R79 que se encuentra conservado ademas
de en humano en 5 especies: chimpancé, macaco, raton, pez cebra y pollo. El
dominio se encuentra parcialmente conservado en las mismas 5 especies.
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 3 individuos descritos en esta
familia. El caso indice (I.1) ademas de estar afectado también es portador de la
mutacion. Los otros dos individuos (Il.1 y 11.3) hijos del probando, tienen
fenotipo normal y genotipo wildtype. La penetrancia en esta familia es del 100%
No es posible calcular la cosegregacion ya que solo tenemos un individuo
portador.
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* FAMILIA 6 (H317)

Familia 6 p-Asp26Asn. Exén 1 PKP2; p.Arg1537Cys. Exén 23 DSP

H317
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. Arrhythmogenic cardiomyopathy E1  PKP2(g.33049590C>T, c.76G>A, p.Asp26Asn)

P Arrhythmogenic cardiomyopathy E2 DSP (g.7581032C>T, c.4609C>T, p.Arg1537Cys)

Figura 24.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice (lll.1) es un vardn de 24 afios afectado de MAVD. Sufre
dos sincopes ademas de extrasistoles ventriculares muy frecuentes. Se le
realiza una RMN diagndstica con la que se comprueba una funcién sistolica del
VD deprimida. Cumple un criterio mayor y dos menores para el diagndstico de
la enfermedad. Se le implanta DAl monocameral como prevencién primaria.
Ademas del probando también estan afectadas su madre (11.2), asintomatica,
su abuela (1.2) y su tia (I1.3). Su tio tiene un fenotipo posible/dudoso (I1.5), al
igual que su abuelo (1.1) y su hermano (Ill.2) que ha sufrido presincopes y se le
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ha realizado una ecocardiografia con sospecha de MAVD. Su padre (1l.1) esta

sano.

Variante identificada y estudio de patogenicidad

En esta familia se han identificado dos variantes: p.Asp26Asn/ g.191G>A
(ref: rs143004808) en el gen PKP2 y p.Arg1537Cys/q.39163C>T (rs28763967)
en el gen DSP.

La variante p.Asp26Asn/g.191G>A se encuentra localizada en el exén 1

del gen PKP2. Variante hallada por van Tintelen y cols. en un paciente
perteneciente a una cohorte holandesa de casos indice con diagndstico de
MAVD.
Afecta a un aminoacido moderadamente conservado (D26N) que produce un
cambio de un aminoacido polar acido (acido aspartico, D) a polar no cargado
(asparragina, D), lo que supone pequefias modificaciones fisico-quimicas
(distancia escala Grantham=23 [0-215]). El aminoacido 26 se encuentra en el
extremo N-terminal de la placofilina, que se ha descrito como el dominio que
interacciona con otras proteinas desmosomales como desmoplaquina,
desmocolina, desmogleina y filamentos intermedios. Esta variante ha sido
referenciada por la base de datos HGMD como mutacion causante de la
enfermedad (tabla 9).

La variante p.Arg15637Cys/g.39163C>T se encuentra localizada en el
exon 23 del gen DSP. Esta variante genética ha sido identificada con
frecuencia baja en poblacion control. Esta informacion sugiere que Arg1537Cys
es un polimorfismo de baja frecuencia en la poblacion blanca y probablemente
no esta asociado al desarrollo de enfermedad.

Esta mutacion afecta a un residuo altamente conservado (R1537) que produce
un cambio de un aminoacido polar positivo basico (arginina, R) (CGC) a otro
polar no cargado (cisteina, C) (TGC), lo que supone grandes modificaciones en
las propiedades fisico-quimicas carga, masa, e hidrofobicidad (Distancia
Grantham: 180 [0-215]).

El aminoacido R1537 se encuentra en el dominio central a modo de varilla de la
proteina, que participa en la formacion de la cola dimérica de Ia

desmoplaquina. Esta variante afecta al dominio “rod” o vara de la
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desmoplaquina, comprendido entre los aminoacidos 1057 a 1945. Esta regidn
es fundamental para la dimerizacion de la molécula y la formacion de una
estructura super-enrollada que sirve de unidn a los filamentos intermedios
intracelulares. Esta variante esta descrita en la base de datos ClinVar como
variante benigna o probablemente benigna.
Estudios “in silico” y conservacion filogenética

El efecto de la sustitucién del aminoacido D por N en el residuo 26
utilizando software Mutation Taster es como polimorfismo, con un score de 0.83
(rango de probabilidad de 0-1). La prediccion con Polyphen-2 es de
posiblemente dafina (lo que supone que afecta a la funcion y a la estructura de
la proteina). EI Pmut predice que el cambio es neutral con una fiabilidad de 4.
En cuanto al efecto de la sustitucion del aminoacido R por C en el residuo
1537, la prediccion con Mutation Taster es como polimorfismo con un score de
0,71 (rango de probabilidad de 0-1) y Polyphen-2 considera al alteracion como
probablemente dafina.

La variante p.Asp26Asn afecta al residuo D26 que se encuentra ademas
de en humano conservado en 4 especies: chimpancé, macaco, raton, pollo y
pez cebra. El dominio es idéntico en humano y en estas 4 especies.

La variante p.Arg1537Cys afecta al residuo R1537 que se encuentra
conservado en humano y en 4 especies mas: chimpancé, macaco, gato y raton.

Correlacion fenotipo-genotipo (penetrancia y cosegregacion)

Se ha realizado el estudio genético de 5 individuos de esta familia. El caso
indice (I11.1) y su madre (11.2) estan afectados y ambos portan las dos variantes
detectadas en la familia. El abuelo del caso indice (1.1) podria estar afectado y
también es portador de ambas mutaciones al igual que su hermano, aunque de
este ultimo solo se sabe que es portador de la variante D26N. El padre del
probando (II.1) no esta afectado y no es portador de ninguna de las dos
variantes. La penetrancia en esta familia es del 66,6% y la variante cosegrega

con la enfermedad.
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* FAMILIA 7 (H410)

Familia 7 p.Ala1074Serfs*1087. Exon 23 DSP

H410
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. Arrhythmogenic cardiomyopathy E1 DSP (9.7579642_7579643insA, ¢.3219_3220insA, p.Ala1074Serfs*14)
H

Arrhythmogenic cardiomyopathy
E Arrhythmogenic cardiomyopathy

Figura 25. Arbol genealégico de la familia 7.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice (1l.1) es una mujer de 49 anos de edad afectada de

MAVD. Sufre una MS resucitada y se le implanta un DAI monocameral por

prevencion secundaria. Dos hermanos de la probando (II.3 y 11.5) también estan

afectados pero ambos asintomaticos y una hermana tiene fenotipo normal

(I1.7). Su madre (1.1) tiene un fenotipo dudoso al igual que su padre (1.2). De

los 3 hijos que tiene la probando, dos de ellos (I11.2 y 111.3) no estan afectados

de la enfermedad y uno (Ill.1) tiene un fenotipo probablemente relacionado con

la MAVD.
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Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia p.Ala1074Serfs*1087/
9.37773_37774insA, esta localizada en el exdn 23 del gen DSP.

Esta variante no ha sido previamente descrita. Afecta al dominio “rod” o
‘vara” de la desmoplaquina. Esta region es fundamental para la dimerizacién
de la molécula y la formacion de una estructura super-enrollada que sirve de
unidén a los filamentos intermedios intracelulares. La insercién de un nucleétido
de adenina produce un cambio de pauta en la lectura del ADN que determina
un coddn de stop o parada en la posicién 1087. Esta alteracién provocaria la
pérdida de gran parte del dominio “rod” y los subdominios A, B y C del extremo
C-terminal de la proteina. Este tipo de mutaciones, que resultan en
truncamiento de la molécula de desmoplaquina, son frecuentemente
patogénicas y en general se las asume como causa de la enfermedad aunque
no hayan sido previamente reportadas. Hay varias mutaciones descritas, y
asociadas a MAVD, que estan ubicadas muy cerca de la posicion 1074 y que
producen un efecto de similar. Entre ellas, p.F1016fs, p.E1068V{s*1086 y
p.R1113X producen un truncamiento de la proteina muy proximo al que se
observaria con p.A1074Sfs*1087 y que han sido asociadas con MS a edad
temprana y compromiso ventricular izquierdo (fundamentalmente dilatacion,
deterioro ligero de la fraccibn de eyeccion y, en algunos casos,
hipertrabeculacion apical). Otras mutaciones descritas que afectan los mismos
dominios también han sido asociadas con afectacion dérmica en forma de
hiperqueratosis palmoplantar.

En conclusién, si bien esta variante genética no ha sido previamente
descrita, la alteracion proteica estructural que se deduce de su efecto y la
informacion disponible sobre mutaciones proximas con efecto similar, hacen
suponer que muy probablemente esté asociada con el desarrollo de
miocardiopatia/displasia arritmogénica.

La variante esta catalogada por la base de datos NCBI como variante
causante de la enfermedad.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética
La prediccion segun Mutation Taster es que la variante es patogénica y

por consiguiente causante de la enfermedad. Polyphen-2 y Pmut no reconocen
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esta variante y por lo tanto no se puede predecir su patogenicidad con estos
software (Tabla 9).

El residuo A1074 no se encuentra conservado entre especies.
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 9 individuos descritos en esta
familia. El caso indice (11.1), ademas de tener fenotipo positivo, es portador de
la variante p.A1074Sfs*1087. Los dos hermanos de la probando afectados (11.3
y 11.5) son también portadores de la mutacion. El padre e hijo de la probando
(1.2 y 111.1), con fenotipo posiblemente relacionado con la enfermedad, también
son portadores, y una de sus hijas (Ill.3), la que tiene un fenotipo normal es a
su vez portadora de la variante. La madre de la probando (I.1) tiene un fenotipo
dudoso, pero no es portadora. Los dos individuos con fenotipo claramente
normal, la hermana y la otra hija del caso indice (Il.7 y 1ll.2) son ambas
wildtype.

La penetrancia en esta familia es de un 50% (3 individuos afectados y 6

portadores), ademas, la variante cosegrega con la enfermedad.
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FAMILIA 8 (H584)

Familia 8 p-Thr19lle. Exon 2 JUP

H584
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. Arrhythmogenic cardiomyopathy E1  JUP (g.39928051G>A, ¢.56C>T, p.Thr19lle)

E Arrhythmogenic cardiomyopathy

Figura 26. Arbol genealdgico de la familia 8.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (11.1) es un varon de 52 anos afectado de
MAVD vy diagnosticado tras una PCR resucitada. Se le implanta un DAI
monocameral por prevencion secundaria. Tiene dos hermanos (1.4 y I1.7) y un
hijo (1ll.1) no afectados y un hermano patoldgico (II.3) que sufre una MS. El
resto de individuos de esta familia no han sido valorados.

Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.Thr19lle/q.14914C>T, esta
localizada en el exén 2 del gen JUP.

Esta mutacién ha sido descrita en un varén blanco norteamericano,
diagnosticado a los 17 afios de MAVD, sin historia familiar y que cumple un
criterio diagnostico mayor (alteraciones en la despolarizacion) y tres criterios
menores (alteracion en la repolarizacion, arritmias vy alteraciones

estructurales).
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La variante produce un cambio de un aminoacido polar no cargado
(treonina, T) a otro no polar (isoleucina, 1), lo que supone moderadas
modificaciones fisico-quimicas en la masa, polaridad e hidrofobicidad (Distancia
Grantham: 89 [0-215]).

El residuo T19 se encuentra en el extremo N-terminal de JUP, que
participa en la union de los filamentos intermedios y el citoesqueleto de la
actina con los complejos transmembrana que conectan las células adyacentes.
Por lo que una alteraciéon estructural, como ocurre en esta sustitucion
aminoacidica, podria favorecer un sustrato intercelular inestable y podria
impedir tanto la adecuada interaccién entre los miocitos como el mantenimiento
de la integridad celular.

Esta variante esta catalogada en la base de datos HGMD como variante
patogénica causal de la enfermedad.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Mutation Taster nos da una prediccion de esta variante como patologica
con un score de p=0.59 (rango de probabilidad de 0-1). Polyphen-2 nos da una
prediccidn de posiblemente patolégica con un score de 0,514, una sensibilidad
de 0,82 y una especificidad de 0,81. La prediccion con PMut es cambio neutral
con una fiabilidad de 3 (rango de fiabilidad de 0-9). (Tabla 9).

La mutacién afecta al residuo T19 conservado en humanos y 4 especies
mas: chimpancé, macaco, raton y rana. El dominio es idéntico en todas las
especies anteriores y ademas en drosophila.

Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 5 individuos descritos en la
familia. El caso indice (I1.1) tiene fenotipo positivo y es portador de la variante
T19l. Los dos hermanos del probando que siguen vivos (I11.4 y I.7) y el hijo
(111.1) tienen fenotipo normal y no son portadores de la mutacion. Al hermano
fallecido por MS (11.3) no ha sido posible realizarle estudio genético.

La penetrancia es de un 33,3% y la cosegregacion no es posible
determinarla al solo tener un individuo portador de la variante, en este caso el

probando.

* FAMILIA 9 (H657 solo un individuo)
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Caracteristicas clinicas de la familia

El unico individuo estudiado en esta familia es el caso indice, un varén
de 41 anos afectado de MAVD con palpitaciones de tipo extrasistole. Se
encuentra asintomatico.

Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia es una variante de tipo intrénico,
IVS4-11T>C/g.45863T>C que se encuentra localizada en el intron 4 del gen
PKP2.

La mutacion no ha sido descrita previamente ni esta catalogada en
ninguna base de datos. Esta alejada de la zona de corte y empalme y no afecta
al splicing.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Se ha realizado el estudio bioinformatico de la variante /VS4-11T>C con
el software Esefinder. Se ha determinado que el cambio no afecta al corte y
empalme del ARNm (splicing), ya que no detecta descensos superiores al 20%,
porcentaje que segun Houdayer et al. (2008) podria ser considerado para que
una mutacion afecte al splicing (Tabla 9).

Correlacién fenotipo-genotipo

Al ser una familia con un solo individuo afectado portador no es posible

calcular la penetrancia. El caso indice tiene tanto fenotipo como genotipo

positivos.
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* FAMILIA 10 (H725)

Familia 10 p.S140F. Exon 3 PKP2
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Figura 27. Arbol genealégico de la familia 10.
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Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (IV.10) es un vardn fallecido a los 28 afios
por MS y afectado de MAVD. De los individuos examinados en esta familia,
ademas del probando hay otro afectado claro (lll.4) con un VD con
hipertrabeculaciones y ecocardiografia muy sospechosa, 17 son normales y 4
tienen un fenotipo posible/dudoso.

Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.S140F/g.18386C>T
(rs150821281), esta localizada en el exén 3 del gen PKP2.

Esta descrita en varias familias y asociada con la MAVD, en ocasiones
con afectacion ventricular izquierda (fenotipo a veces indistinguible de la MCD).
Se ha identificado en controles sanos con una frecuencia media aproximada de
heterocigosis de 0.5%.

Produce un cambio de un aminoacido polar no cargado (serina, S) a otro
no polar (fenilalanina, F), lo que supone grandes modificaciones fisico-quimicas
en la masa, carga e hidrofobicidad (Distancia Grantham: 155 [0-215]).

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Mutation Taster reconoce la variante como un polimorfismo con un
score de 0.92 (rango de probabilidad de 0-1). La prediccidn con Polyphen-2 es
sustitucidon benigna con un score de 0.007 (rango de score de 0-1). La
prediccidon con PMut es cambio patolégico con una fiabilidad de 6 (rango de
fiabilidad de 0-9).

La variante p.S140F afecta al residuo S140 que se encuentra
conservado en humano y 3 especies mas: chimpanceé, macaco y raton.
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 31 individuos identificados en
esta familia. Ademas del probando (IV.10) portan la variante 6 individuos mas
(A, 1.4, 1.8, IV.2, IV.3 y V.1) y solo uno de ellos esta ademas afectado de
MAVD. La penetrancia es de un 37,5%.
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* FAMILIA 11 (H719)

Familia 11 p-Glu896fs*900. Exon 16

H719
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Figura 28. Arbol genealdgico de la familia 11.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (I.1) es una mujer de 79 afios afectada de
MAVD. Con sintomas de IC avanzada fallece en 2011.

Una hija de la probando (ll.1) también esta afectada pero asintomatica.
Tiene otras dos hijas que no tienen afectacion clara de MAVD pero tienen
fenotipo dusoso/sospechoso (11.2 y 11.3).
Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.E896fs*900, esta localizada en
el exon 16 del gen DSC2 (concretamente en el dominio C-terminal de este gen)

y es de tipo frameshift . Se ha descrito previamente en la familia 2 y 3.
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Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Se ha realizado el estudio bioinformatico del efecto frameshift que
produce este codon de stop con los software Mutation Taster, Polyphen-2 y
Pmut. La prediccion es la misma que en la familia 2 y 3.

Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 4 individuos descritos en esta
familia.

La probando (1.1), ademas de estar afectada es portadora de la mutacion
p.E896fs*900. La hija afectada (lIl.1) también es portadora de la variante, al
igual que otra de las hijas (11.2) que tiene fenotipo posiblemente asociado a la
patologia. La hija mayor (I1.3) es wiltdype.

La penetrancia es de 66.6% y la variante cosegrega con la enfermedad.
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* FAMILIA 12 (H1214)

Familia 12

H1214
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Figura 29. Arbol genealdgico de la familia 12.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (11.1) es un varon de 34 anos afectado de
MAVD. Diagnostico por ECG patoldgico. Tiene TV sostenida presincopal antes
de un partido de futbol. Tiene dilatacion ligera de VI y disfuncion sistolica del
VD. Los otros dos individuos estudiados en esta familia, mujer (Ill.11) y

hermana del probando (l11.12) tienen un fenotipo normal; no estan afectados.

Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.Ala418Asp/q.45956C>A, esta
localizada en el exon 5 del gen PKP2.
Esta variante no ha sido aun descrita por lo que teniendo en cuenta las

miles de muestras secuenciadas hasta la fecha la consideramos mutacion.
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Afecta un residuo altamente conservado y produce moderadas alteraciones en
las propiedades fisico-quimicas que podrian afectar la estructura/funcion
proteica. A nivel proteico se localiza en el dominio “ARM2” (385-424) de la
placofilina. No esta catalogada en las bases de datos NCBI/HGMD. Afecta a un
residuo altamente conservado (A418) que produce un cambio de un
aminoacido no polar (alanina, A) (GCC) a un aminoacido polar positivo acido
(acido aspartico, D) (GAC), lo que supone moderadas modificaciones en las
propiedades fisico-quimicas tales como la polaridad, hidrofobicidad, la masa y
la carga (Distancia Grantham: 126 [0-215]).

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

La prediccion de patogenicidad de esta variante con Mutation Taster es
de mutacidn causante de la enfermedad con un score de p=0.98 (rango de
probabilidad de 0-1). La prediccion con Polyphen-2 es de probablemente
dafiina con un score de 0.986 (rango de fiabilidad de 0-1), una sensibilidad de
0.54 y una especificidad de 0.94. La predicciéon con PMut es neutral con una
fiabilidad de 0 (Rango de fiabilidad: 0-9) (Tabla 9).

La variante afecta al residuo A418 que se encuentra conservado en
humano y 5 especies mas: chimpancé, macaco, ratén, pollo y drosophila.
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los individuos descritos en esta
familia. El caso indice (Il.1) estda afectado y es portador de la variante
p.Ala418Asp. La hermana del probando (II.3) tiene fenotipo normal y es
portadora de la variante.

La penetrancia es de un 50%. No es posible hablar de cosegregacion de
la variante con la enfermedad puesto que solo esta afectado el probando.
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* FAMILIA 13 (H1228)

Familia 13 p-GIn1925*. Exén 24 DSP
H1228
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E1+/—
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. Arrhythmogenic cardiomyopathy E1 DSP (g.7583268C>T, c.5773C>T, p.GIn1925%)

Arrhythmogenic cardiomyopathy

N

Figura 30. Arbol genealdgico de la familia 13.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (1.1) es una mujer de 73 afios
diagnosticada y afectada de MAVD. Diagnostico mediante ECG y RMN. Un
ingreso en 2011 le hace decidirse para ponerse un marcapasos.

Del resto de individuos estudiados en esta familia, hija (II.1) y dos nietos
(1.1 y 111.2), no hay ninguno de ellos afectado
Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.GIn1925%9.41399C>T, esta
localizada en el exon 24 del gen DSP.
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Afecta al dominio "rod" o vara de la desmoplaquina comprendido entre
los aminoacidos 1057 a 1945. Esta region es fundamental para la dimerizacién
de la molécula y la formacion de una estructura super-enrollada que sirve de
unidén a los filamentos intermedios intracelulares. EI cambio de C a T en la
posicion g.41399 de la secuencia gendmica de DSP da lugar a un transcrito
aberrante que si se tradujera provocaria un codon de stop prematuro en el
aminoacido 1925. Esta alteracién provocaria la pérdida de gran parte del
dominio "rod" y los subdominios A, B y C del extremo C-terminal de la proteina.
Este tipo de mutaciones, que resultan en truncamiento de la molécula de
desmoplaquina, son frecuentemente patogénicas y en general se las asume
como causa de la enfermedad aunque no hayan sido previamente reportadas.
En el dominio mencionado han sido descritas hasta el momento una docena de
mutaciones con mecanismo fisiopatologico similar.

El aminoacido Q1925 de DSP se encuentra en el dominio central a modo
de varilla de la proteina, “rod domain” (aminoacidos 1057-1945), que participa
en la formacion de la cola dimérica de la desmoplaquina. Esta regién es
fundamental para la dimerizacion de la molécula y la formacion de una
estructura super-enrollada que sirve de unidn a los filamentos intermedios
intracelulares.

La variante p.GIn1925* no esta catalogada en las bases de datos
NCBI/HGMD.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Se ha realizado el estudio bioinformatico del efecto de la sustitucion del
aminoacido Q por un codon stop “*” en el residuo 1925 utilizando 3 software:
Mutation Taster, Polyphen-2 y Pmut. La prediccion con Mutation Taster es
como mutacién causante de la enfermedad. Polyphen-2 no reconoce la
variante por lo que no es posible predecir su patogenicidad con este software.
Pmut no reconoce variantes con codén “stop” por lo que tampoco es posible
predecir la patogenicidad con este software (Tabla 9).

La variante p.GIn1925* afecta al residuo Q1925 que se encuentra
conservado en humano y 4 especies mas: chimpancé, macaco, raton y pollo. El
dominio se encuentra parcialmente conservado en estas 4 especies.

Correlacién fenotipo-genotipo
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Se ha realizado el estudio genético de los 4 individuos descritos en esta
familia.

El caso indice (I.1) esta afectado de MAVD y es portador de la variante
p.Q1925*. Su hija (11.1) tiene fenotipo normal y es portadora de la mutacién y de
sus nietos, los dos sanos, es portador de la variante el vardn (111.2).

Tiene una penetrancia de un 33.3% y no es posible hablar de
cosegregacion de la variante con la enfermedad puesto que solo hay un

individuo afectado.
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* FAMILIA 14 (H1271)

Familia 14 p.Ala969Val. Exon 15 DSG2

H1271
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N

Figura 31. Arbol genealdgico de la familia 14.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice (11.1) de esta familia es un varon de 36 afos afectado de
MAVD. No habia sufrido ningun sintoma hasta que fallece subitamente al
parecer a causa de la patologia. La hermana del probando (11.3) también esta
afectada aunque asintomatica. Se le diagnostica afectacion biventricular por
RMN. La madre del probando (l.2) esta sana y su hija (lI.3) tiene un fenotipo
dudoso.
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Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.Ala969Val/q.48084C>T, esta
localizada en el exon 15 del gen DSG2.

Esta variante genética no ha sido descrita hasta el momento en articulos
sobre la materia y no esta catalogada en bases de datos como NCBI o HGMD.

La variante p.Ala969Val afecta a un residuo altamente conservado
(A969), que supone el cambio de un aminoacido no polar (alanina, A) (GCT), a
otro no polar (valina, V) (GTT) lo que supone pequenas modificaciones en las
propiedades fisico-quimicas, hidrofobicidad y masa (Distancia Grantham: 64 [0-
215]).

El aminoacido A969 se encuentra en el extremo C-terminal
citoplasmatico dentro del dominio “RUD” (881-1051), que se predice que forma
las laminas beta de la proteina.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Mutation Taster reconoce la variante como causal de la enfermedad con
un score de 0.67 (rango de probabilidad de 0-1). La prediccidn con Polyphen-2
es probablemente dafiina con un score de 0,976 (rango de score de 0-1). La
prediccidn con PMut es de sustitucion neutral con una fiabilidad de 5 (rango de
fiabilidad de 0-9) (Tabla 9).

La variante p.Ala969Val afecta al residuo A969 que se encuentra
conservado en humano y 4 especies mas:chimpanceé, macaco raton y pollo.
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de 3 de los 4 individuos identificados
en esta familia. El caso indice (ll.1), afectado, es portador de la variante
p.A969V. Tanto la madre (l.1) como la hermana (Il.2) del probando son
wildtype.

La penetrancia en esta familia no es posible calcularla. Del mismo modo

no podemos saber si la variante cosegrega con la enfermedad.
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«  FAMILIA 15 (H1313)

Familia 15 p.Alab521Ala. Ex6n 9 JUP
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Figura 32. Arbol genealdgico de la familia 15.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (II.1) es un varon de 40 anos de edad
afectado de MAVD. Hipertrabeculacion diagnostica aunque asintomatico; EV
frecuentes desde los 16 arios.

La hermana (11.2) y padre del probando (1.2) estan sanos y su madre (l.1)
tiene un fenotipo con sospecha de estar relacionado con la patologia.

Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.Ala521Ala/g.27908A>G, esta
localizada en el exén 9 del gen JUP.

Ha sido catalogada como variante no patogénica en la base de datos
HGMD. Ha sido identificada en 2 pacientes de una cohorte Holandesa que
incluyéo casos con diagnostico definitivo de miocardiopatia arritmogénica
(cumplian criterios diagnoésticos segun Task Force 2010).
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No ha sido informada en la base de datos de polimorfismos del NCBI
(PubMed/HapMAp) por lo que se trataria de una variante probablemente
infrecuente. Sin embargo, al tratarse de una variante “silente” (no produce
cambio de aminoacido), no se producirian alteraciones en la estructura/funcién
proteica como tampoco alteraciones en el proceso de corte y empalme del pre-
ARNm, ya que se localiza en una punto alejado a la region consenso que
participa en este proceso. No se han descrito estudios funcionales.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

La predicciéon con Mutation Taster es de polimorfismo con un score de
0.72 (rango de probabilidad de 0-1). Polyphen-2 no reconoce la variante por lo
que no es posible analizar su patogenicidad con este software (Tabla 9).

La variante p.Ala521A afecta al residuo A521 que solo se encuentra
conservado en humano y macaco.

Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 4 individuos descritos en esta
familia. El caso indice (Il.1) ademas de estar afectado de la patologia es
portador de la variante identificada. Tanto su hermana como su madre (1.2 y
[.1), ambas sanas (su madre tiene un fenotipo poco claro), también portan
dicha variante. El padre del probando (1.2) esta sano y es wildtype.

La penetrancia es de 33.3% y no es posible hablar de cosegregacion ya
que solo hay un individuo afectado claro de MAVD, el caso indice.
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2.2 FAMILIAS DIAGNOSTICADAS DE MCD CON GENOTIPO POSITIVO

* FAMILIA 16 (H238)

Familia 16 p.GIn447*. Exén 11 DSP

H238
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N

Figura 33. Arbol genealdgico de la familia 16.

Caracteristicas clinicas de la familia
El caso indice de esta familia (lI.1) es una mujer de 56 afios afectada de
MCD. Sintomas con presincope y palpitaciones. Se le implanta un DAI
monocameral por prevencion primara por TV sincopal. La madre de la
probando (l.1), también afectada fue diagnosticada por una TV sintomatica
antes de la cual estaba asintomatica. Se le implanta un DAl y fallece en 2009.
El resto de individuos de la familia estan sanos (dos hermanos, dos

sobrinos y una hija de la probando).
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Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.GIn447%/9.26873C>T, esta
localizada en el exon 11 del gen DSP.

No tenemos constancia de que esta variante genética haya sido descrita
previamente, no esta catalogada en las bases de datos NCBI/HGMD. La
mutacion es una transicion de C por T en el exdén 11 del gen desmoplaquina y
crea un coddon de stop en la region N-terminal del péptido, que es
significativamente mas corto que el salvaje, un 85% menor. El aminoacido 477
se encuentra en uno de los dominios de la cabeza globular de la
desmoplaquina que participaria en la unién de esta proteina con placoglobina y
placofilina.

El cambio de C a T en la posicion g.26873 de la secuencia gendmica de
DSP da lugar a un transcrito aberrante que si se tradujera provocaria un codon
de stop prematuro en el aminoacido 447. El aminoacido Q447 se encuentra en
el extremo N-terminal de la proteina DSP (desmoplaquina), en el primer
dominio de repeticion espectrina (347-447) dentro de la region globular 1 (1-
1056). Se ha descrito que la region comprendida entre los aminoacidos 1-584
participa en la union de esta proteina con placoglobina, placofilina y otros
componentes del desmosoma.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

La prediccidon de patogenicidad con Mutation Taster es de mutacion
asociada a la enfermedad con un score de 0.97 (rango de probabilidad de 0-1).
Polyphen-2 y Pmut no reconocen la variante por lo que no es posible predecir
su patogenicidad con estos software (Tabla 9).

La mutacion p.GInd447* afecta a un residuo Q447 que se encuentra
conservado en humano y 4 especies mas: chimpanceé, macaco, raton y pollo.
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 7 individuos identificados en
esta familia. El caso indice (11.1), afectado de MAVD es portador de la mutacion
p.GIn447X*. Su madre (l.1), afectada, porta también la mutacion. Su hermana
mediana (11.3), es portadora pero no esta afectada por la enfermedad. El resto

de individuos de la familia estan todos sanos y son todos wildtype.
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La penetrancia en esta familia es de un 66.6% y la mutacion cosegrega

con la enfermedad

* FAMILIA 17 (H264)

Familia 17 p-GIn447*. Exén 11 DSP
H264
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Figura 34. Arbol genealdgico de la familia 17.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (lI.1) es una mujer de 71 afos afectada de
MCD. Tiene leve dilatacion y sintomas como NYHA Il y presincopes. De los
hermanos de la probando, el mayor (l.7) esta sano y el menor (l1.9) tiene un
fenotipo dudoso. La hija de la probando (lIl.1) también esta afectada aunque
practicamente asintomatica. Otro familiar afectado es el sobrino de la probando
(111.15), hijo de su hermano mayor no afectado, que tras una parada cardiaca
practicando deporte se le implanta DAI. La hija de éste (IV.1), también afectada
esta asintomatica y su hermano (IV.2) tiene fenotipo dudoso como el resto de

integrantes de la familia
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Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.GIn447%/9.26873C>T, esta
localizada en el exdn 11 del gen DSP y ha sido descrita previamente en la
familia 16.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Se ha realizado el estudio bioinformatico del efecto de la sustitucion del
aminoacido Q por un codon de stop en el residuo 447 utilizando 2 software:
Mutation Taster, y Polyphen-2 y Pmut. La prediccion es la misma que en la
familia 16.

Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 9 individuos descritos en esta
familia.

La probando (Il.1), afectada, es también portadora de la variante
p.GIn447*. El resto de individuos afectados por MCD de esta familia (hija,
sobrino y sobrina-nieta) también son portadores de la variante.

De los individuos que no estan considerados afectados pero que tienen
un fenotipo posible, uno de ellos (sobrino-nieto) también es portador de la
variante al igual que el hermano de la probando (Il.7), aunque esté tiene
fenotipo normal. El resto de individuos son wildtype.

La penetrancia en esta familia es de un 66.6% y la variante cosegrega

con la enfermedad.
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* FAMILIA 18 (H293)

Familia 18 p-Gly638Arg. Exon 13 DSG2; p.Asp26Asn. Exon 1 PKP2
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Figura 35. Arbol genealdgico de la familia 18.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (IV.5) es una mujer de 34 afios afectada de
MCD. Tiene sintomas como palpitaciones y extrasistoles que desaparecen con
el esfuerzo. Un tio-abuelo de la probando (11.12) también esta afectado;
diagnosticado a raiz de una IC severa y con sincopes por TV sostenida
sincopal. Los otros dos individuos examinados en esta familia son normales,

madre (111.3) y tia (111.4) de la probando.

Variante identificada y estudio de patogenicidad

En esta  familia se han identificado dos  variantes:
p.Gly638Arg/q.43017G>A y p.Asp26Asn/ g.191G>A (rs143004808).

La primera de ellas, p.Gly638Arg/g.43017G>A, esta localizada en el
exén 13 del gen DSG2. Esta catalogada como variante causal de la patologia

en bases de datos como HGMD/NCBI. Esta variante ha sido informada en
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bases de datos publicas de genotipado en poblacion general. Aparece recogida
en la base NHLBI GO ESP por haber sido identificada en 2/4134 (0,04%)
controles Europeo-Americanos, por lo que constituye una variante genética
rara.

El aminoacido 638 se localiza en el dominio de anclaje intracelular
citoplasmatico de Desmogleina (aminoacidos 635-1118) y dentro de éste,
pertenece al dominio de anclaje intracelular (IA) adyacente a la region
transmembrana de esta proteina (aa 635-880). Esta regidbn se encuentra
altamente conservada, es caracteristica de los miembros de la superfamilia de
las cadherinas (desmogleina y desmocolina) y se encarga de mediar la unién
de estas proteinas desmosomales a las cateninas (plakoglobina y plakofilina).

La mutacion p,Gly638Arg afecta a un residuo altamente conservado
(G638), que supone el cambio de un aminoacido no polar (glicina, G) (GGA) a
otro polar positivo basico (arginina, R) (AGA). El cambio supone modificaciones
moderadas en algunas de las propiedades fisico-quimicas, como la polaridad,
la carga, la hidrofobicidad y la masa, entre la glicina y la arginina (distancia
Gratham:125[0-215]).

La segunda variante, p.Asp26Asn/g.191G>A (rs143004808), se ha
descrito anteriormente en la familia H317.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Mutation Taster reconoce la variante como causal de la enfermedad, con
un score de 0.87 (rango de probabilidad de 0-1). La prediccidn con Polyphen-2
es que la variante es probablemente dafina con un score de 0.999 (rango de
score de 0-1). La prediccion con PMut es de patogénica con una fiabilidad de 3
(rango de fiabilidad de 0-9) (Tabla 9).

La variante p.G638R afecta al residuo G638 que se encuentra
conservado en humano y 4 especies mas: chimpanceé, macaco, raton y pollo.
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de dos individuos de esta familia. El
caso indice de la familia (IV.5), ademas de estar afectado, es portador de las
dos mutaciones encontradas. El otro individuo estudiado, el tio-abuelo de la

probando (lI-12) esta afectado pero no es portador de ninguna de las dos
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mutaciones. La penetrancia es del 50% y las variantes no cosegregan con la
enfermedad.
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«  FAMILIA 19 (H330)

Familia 19 p-Arg545His. Exon 10 LMNA

H330
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Figura 36. Arbol genealdgico de la familia 19.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (11.1) es un varon de 22 afos afectado de
MCD posiblemente biventricular sobre todo del VI (56mm). El diagndstico se le
realiza de forma casual por ECG de la federacién de fatbol. Tiene un VI
dilatado con disfuncion sistdlica moderada e hipertrabeculacion. Tiene
extrasistoles ventriculares por lo que se realiza una ablacion por
radiofrecuencia del foco arritmogénico con buena respuesta.

Ni sus padres (1.1 y 1.2) ni su hermano (11.2) parece que estén afectados.
Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.Arg545His/q.22973G>A
(rs142191737) se encuentra localizada en el exdon 10 del gen LMNA.

Es una variante que no aparece catalogada en las bases de datos
NCBI/HGMD ni en la literatura. Hasta el momento ha sido detectada en

heterocigosis en 3 de 4241 sujetos de origen europeo (MAF: 0.0354) y en 0 de
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2167 sujetos afro-americanos. No se dan detalles del fenotipo de estos
portadores (Proyecto 5000 Genomas/Exome Variant Server).

La mutacion p.Arg545His afecta a un residuo altamente conservado
(R545) que produce un cambio de un aminoacido polar positivo basico
(arginina, R) (CGC) a otro polar positivo basico (histidina, H) (CAC), lo que
supone pequefias modificaciones en las propiedades fisico-quimicas de masa
e hidrofobicidad (Distancia Grantham: 29 [0-215]).

El aminoacido R545 se encuentra en el dominio cola C-terminal de la
LMNA (aminoacidos 384-664). Adyacente a un dominio inmunoglobulina que
esta involucrado en las interacciones proteina-proteina (aminoacidos 436-544).
Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Mutation Taster reconoce la variante como causal de la enfermedad con
un score de 0.999 (rango de probabilidad de 0-1). La prediccién con Polyphen-
2 es posiblemente dafina con un score de 0.816 (rango de 0-1), una
sensibilidad de 0.74 y una especificidad de 0.87. La predicciéon con PMut es
patoldgica con una fiabilidad de 4 (rango de fiabilidad: 0-9) (Tabla 9).

La variante p.Argb45His afecta al residuo R545 que se encuentra
conservado en humano y 8 especies mas: Ptroglodytes, Mmulatta, Mmusculus ,
Trubripes , Drerio , Fcatus, Dmelanogaster y Xtropicalis.

Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 4 individuos descritos en esta
familia.

El caso indice (II.1), afectado de MCD es portador de la variante R545H.
El hermano del probando (ll.2), sano, también porta la variante al igual que su
madre (1.2). El padre (1.1) esta sano y es wildtype.

La penetrancia en esta familia es de 33.3% y no es posible estudiar la
cosegregacion con la enfermedad ya que solamente hay un afectado portador.
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* FAMILIA 20 (H402)

Familia 20 p-Arg1537Cys. Exon 23 DSP

H402

®

I1 1.2

MO GO © DB

II.1 I1.3 I1.4 I1.5 I1.6 I1.7
E14/— E14/— E1— E14/—
III.1 II1.2 II1.3 II1.4 II1.5 II1.6
E14/— E1— E1— E1— E1— E1—
. Dilated cardiomyopathy E1 DSP (g.7581032C>T, ¢.4609C>T, p.Arg1537Cys)
Dilated cardiomyopath:
? yopatny
N Dilated cardiomyopathy

Figura 37. Arbol genealdgico de la familia 20.

Caracteristicas clinicas de la familia

I1.8
E1—

El caso indice de esta familia (11.1) es un varon de 59 afnos afectado de

MCD con hipertrabeculacion clara y al que se le implanta un DAI por

prevencion primaria. Fallece tras un ingreso por una IC severa con fallo

derecho. Hay dos individuos mas afectados en esta familia; una hermana (l1.3)

del probando a la que no se pudo examinar por haber fallecido y la hija del

probando (lll.1) que se encuentra asintomatica.

Se han examinado a 11 individuos mas en esta familia. Ocho de ellos

estan sanos y dos tienen un fenotipo dudoso.
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Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.Arg1637Cys/g.39163C>T
(rs28763967), esta localizada en el exon 23 del gen DSP.

Esta variante genética ha sido identificada con frecuencia baja en
poblacién control. Esta informacion sugiere que p.R1537C es un polimorfismo
de baja frecuencia en la poblacion blanca y probablemente no esta asociado al
desarrollo de enfermedad. No se encuentra catalogada en las bases de datos
NCBI/HGMD.

La variante p.Arg1537Cys afecta a un residuo altamente conservado

(R1537) que produce un cambio de un aminoacido polar positivo basico
(arginina, R) (CGC) a otro polar no cargado (cisteina, C) (TGC), lo que supone
grandes modificaciones en las propiedades fisico-quimicas carga, masa, e
hidrofobicidad (distancia Grantham: 180 [0-215]).
El aminoacido R1537 se encuentra en el dominio central a modo de varilla de la
proteina, que participa en la formacion de la cola dimérica de la
desmoplaquina. Esta variante afecta al dominio “rod” o vara de la
desmoplaquina, comprendido entre los aminoacidos 1057 a 1945. Esta regidn
es fundamental para la dimerizacion de la molécula y la formacion de una
estructura super-enrollada que sirve de unidon a los filamentos intermedios
intracelulares.

Ademas de la mutacion en DSP se ha identificado otra mutacion en esta
familia en el gen MYBPCS.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Mutation Taster reconoce la variante como un polimorfismo con un score
de 0.71 (rango de probabilidad de 0-1). La prediccion con Polyphen-2, es
probablemente dafina con un score de 0,965 (Rango de score: 0-1). La
prediccion con PMut es patologica con una fiabilidad de 3 (Rango de fiabilidad:
0-9) (Tabla 9).

La variante p.Arg1537Cys afecta al residuo R1537 que se encuentra
conservado en humano y en 4 especies mas: chimpancé, macaco, gato y raton.
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de 13 de los 14 individuos descritos

en esta familia. El caso indice (Il.1), que esta afectado, es portador de la
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variante p.Arg1537Cys. La hija del probando (lll.1), ademas de estar afectada
también es portadora de la variante. De los 9 individuos con fenotipo normal, 2
son portadores de la variante y 7 son wildtype. El hermano del probando que
tiene fenotipo patoldgico también es portador.

De los individuos portadores, sélo el probando es también portador de la
otra mutacion en el gen MYBPC3.

La penetrancia en esta familia es de 40% y la variante cosegrega con la
enfermedad.
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* FAMILIA 21 (H477)

Familia 21 IVS8-1G>A. Intron 8 DSP
H477
I.1 1.2
i{) ©, @
P
II.1 I1.2 II.3 I1.4
E14/- E14/- E1—
N ) d\D
III.1 II1.2 II1.3
E1— El4/— E1—
. Dilated cardiomyopathy E1  DSP (9.7576526G>A, ¢.2631-1G>A)
2 Dilated cardiomyopathy

Dilated cardiomyopathy

N

Figura 38. Arbol genealdgico de la familia 21.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (11.1) es un varon de 68 anos afectado de
MCD. Diagnosticado por un ingreso por TV sostenida con disfuncion sistolica
que posteriormente recupera. Tiene complejos QRS de bajo voltaje. Tras una
tomografia axial computarizada que muestra disfuncion sistolica severa se le

implanta un DAl monocameral por prevencién primaria.
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De las dos hermanas del probando, una (11.4) esta sana y la otra tiene
fenotipo posible/dudoso (l1.3). El resto de individuos estudiados de la familia
estan sanos (l11.1, 11.2 y 111.3).

Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, /VS8-1G>A, esta localizada en el
intron 8 del gen DSP pudiendo estar afectando al proceso de corte y empalme.
No ha sido identificada hasta la fecha en bases de datos publicas de
genotipado de poblacion general.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Se ha realizado el estudio bioinformatico del efecto de la variante sobre
el splicing utilizando el software ESEfinder, el cual nos dice que el cambio
afecta al donador de splicing (Tabla 9).

Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 6 individuos descritos en esta
familia. El probando (I1.1), que esta afectado, es ademas portador de la variante
IVS8-1G>A. La hermana del probando con fenotipo normal no es portadora
(11.5), y la que tiene un fenotipo dudoso porta la variante (l1.3). Los hijos mayor
y pequefo del probando (1.1 y 1ll.3) estan sanos y ademas son wildtype. La
otra hija, sana, porta la variante del padre (l11.2).

La penetrancia en esta familia es de 33.3% pero no es posible
determinar la cosegregacion al haber estudiado unicamente a un individuo

afectado y portador.
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* FAMILIA 22 (H758)

Familia 22 p-Arg79Gin. Exén 2 PKP2; p.Thr19lle. Ex6n 2 JUP

H758

@

I.1 1.2
E14/—
E2+/[—
P& i_ O i_ C )
II.1 II.2 II.3 I1.4 I1I.5 I1.6
E1+/— E14/—
E2+/— E2+/—
III.1 III.2 II1.3 II1.4 II1.5
E14/— E1—
E2— E2—
. Dilated cardiomyopathy E1 PKP2 (g.33031954C>T, c.236G>A, p.Arg79GIn)
Y Dilated cardiomyopathy E2  JUP (g.39928051G>A, c.56C>T, p.Thr19lle)
N Dilated cardiomyopathy

Figura 39. Arbol genealdgico de la familia 22.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice (11.1) de esta familia es un varon de 52 afos afectado de
MCD. Diagnéstico a raiz de ingreso por AIT. Sufre una MS resucitada en 2009
y se le implanta DAI tricameral por prevencidn secundaria. Ingresa por 4
descargas del DAl y tiene un episodio de TVNS. El hermano del caso indice
(11.3) también esta afectado, tiene TVNS en holter de 7 dias y se le implanta un
DAI monocameral por prevencion secundaria. La madre del probando (1.1) no

esta afectada aunque tiene un fenotipo dudoso posiblemente asociado a la
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patologia y sus sobrinos (111.3 y Il1.4), hijos del hermano afectado, estan ambos
sanos.
Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.Arg79GIn/g.17826C>T, esta
localizada en el exon 2 del gen desmosomico PKP2. La variante se encuentra
catalogada en la base de datos HGMD como variante causal de la enfermedad.

No se encuentra presente en controles. La mutacion afecta a un residuo
altamente conservado (R79) que produce un cambio de un aminoacido polar
positivo basico (arginina, R) a polar no cargado (leucina, L), lo que supone un
cambio de carga y pequenas modificaciones en la masa e hidrofobicidad. R79
se encuentra en el extremo C-terminal de la placofilina-2.

Se ha identificado una segunda variante en esta familia, p.T19l/
9.14914C>T, descrita en la familia H584.
Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Se ha realizado el estudio bioinformatico del efecto de la sustitucion del
aminoacido R por otro Q en el residuo 79 utilizando 3 software: Mutation
Taster, Polyphen2 y PMut. Mutation Taster reconoce la variante como causal
de la enfermedad. La prediccion con Polyphen es de sustitucion benigna. La
prediccion con PMut es patologica con una fiabilidad de 0 (Rango de fiabilidad:
0-9) (Tabla 9).

La mutacién afecta a un residuo altamente conservado entre especies
(R79).
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 5 individuos de esta familia. El
probando (lI.1), afectado es también portador de la variante p.R79Q y de la
variante p.T191. A su hermano afectado (I1.3) le ocurre lo mismo, porta ambas
variantes. La madre del probando (1.1), con un fenotipo posiblemente asociado
a la patologia, también es portadora de las dos variantes. Su sobrina menor,
sana, también porta la variante p.Arg79GIn pero no es portadora de p.T19l, y
su otra sobrina, que tampoco esta afectada es wildtype para ambas variantes.

La penetrancia en esta familia para esta variante, que cosegrega con la
enfermedad es de 50%.
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* FAMILIA 23 (H780)

Familia 23 p.GIn447*. Exén 11 DSP

H780

oT0 0 B0

1111111111

xxxxx

Figura 40. Arbol genealdgico de la familia 23.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (11.7) es un varon de 41 anos afectado de
MCD con antecedentes de muerte con origen cardiaco en la familia. Tiene
disfuncion ventricular severa, complejos QRS de bajo voltaje y se le ingresa por
TV sostenida. Se le implanta un DAI monocameral por prevencidén secundaria.
Hay 7 individuos mas afectados en esta familia. Dos de ellos, madre y tia del
probando han sufrido MS; el resto de afectados llevan implantado DAI
monocameral por prevencion primaria. Los afectados de menor edad no tienen
sintomas. Otros 10 individuos de esta familia estan sanos y 4 tienen fenotipo
dudoso posiblemente asociado con la patologia.
Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.GIn447%/9.26873C>T, esta
localizada en el exdn 11 del gen DSP y ha sido descrita previamente en la
familia 16y 17.
Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Se ha realizado el estudio bioinformatico del efecto de la sustitucion del
aminoacido Q por un codon de stop en el residuo 447 utilizando 2 software:
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Mutation Taster, y Polyphen-2 y Pmut. La prediccion es la misma que en la
familia 16y 17.
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de 21 de los 22 individuos descritos
en esta familia. El caso indice (I1.7), afectado, porta la variante p.GIn447*. Los
otros 7 afectados también son portadores de la variante y ademas, uno de los
individuos con fenotipo dudoso (prima-hermana del probando) también la porta.
Los individuos sanos son wildtype.

* FAMILIA 24 (H1113)

Familia 24 p-Arg14del. Exén 2 PLN

H1113

o
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- N ®
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E14/— E14/— E1— E1— E1+/—

. Dilated cardiomyopathy E1  PLN (g.118880124_118880126delAGA, c.40_42delAGA, p.Arg14del)

E Dilated cardiomyopathy

Figura 41. Arbol genealdgico de la familia 24.

Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (11l.1) es una mujer de 32 afos afectada de
MCD y con sintomas como disnea, sincopes y arritmias ventriculares.
Complejos QRS de bajo voltaje llamativos y disfuncidon sistdlica severa sin
dilatacion. Se le implanta un DAl monocameral por prevencion secundaria. Hay
4 individuos mas afectados en esta familia; el padre de la probando (I1.1) que
lleva implantado un DAI, el hermano de la probando (lll.2) con sintomas y
pendiente de la implantacion del DAl y la abuela (I.1) y tia abuela de la
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probando ambas asintomaticas. Tanto el hermano de la probando (l1l.2), como
la madre de esta (11.2), 3 de sus 5 hermanas y 3 primos estan sanos. Las otras
2 hermanas de la madre y dos hermanos de la abuela de la probando tienen un
fenotipo posible/dudoso.

Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.R14del/
g.15683_15685delAGA, esta localizada en el exon 2 del gen PLN. Esta
catalogado en la base de datos HGMD como variante causal de la enfermedad.

Consideramos la variante p.Arg14del como una mutacidn patogeénica,
identificada en pacientes de diferentes paises. Recientemente ha sido
identificada como variante con un efecto fundador hasta en un 14% de los
casos de una larga cohorte de pacientes holandeses con MCD o MAVD (con
frecuente afectacidon del VI). Estos ultimos caracterizados por onda T negativa
en cara lateral (V4-V6) y bajos voltajes, diferenciandose de los portadores de
mutaciones claramente desmosomales (con ondas T negativas en precordiales
derechas).

El aminoacido R14 se encuentra localizado en el dominio |A del
fosfolamban (aminoacidos 1-20), importante porque contiene sitios de
fosforilacion de la PKA en el S16 y de la calmodulina quinasa en el T17. La
delecién en la posicion g.10653 55 de tres nucledtidos AGA causa una
mutacién que ocasiona la pérdida del residuo N14 pero no produce cambio en
la pauta de lectura. La mutacion p.R14del se encuentra en un dominio
conservado del fosfolamban (proteina de 52 aminoacidos que regula la
recaptacion de calcio por el reticulo sarcoplasmico durante la diastole,
inhibiendo la actividad de SERCAZ2a). La supresion del aminoacido R13 altera
la estabilidad de la estructura de pentameros del fosfolamban.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Mutation Taster reconoce la variante como variante causal de la
enfermedad con un score de 1 (rango de probabilidad de 0-1). Polyphen-2 no
reconoce la variante por lo que no es posible determinar su patogenicidad con
este software. PMut no reconoce variantes del tipo delecion, por lo que no fue

posible predecir patogenicidad con este software (Tabla 9).
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La variante p.Arg14del afecta al residuo R14 que se encuentra
conservado en humano y 5 especies mas: chimpancé, macaco, gato, raton y
pollo.

Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 12 individuos descritos en esta
familia. El caso indice (lll.1), afectado, es portador de la variante R14del. Los
otros dos individuos afectados, hermano (111.12) y abuela de la probando (l.1)
también son portadores de la variante. De los 8 individuos con fenotipo normal
4 de ellos portan la mutacion: madre de la probando (11.2), tres tias (1.5, 1.7 y
[1.11) y un primo (Il1.7); los otros 4 son wildtype (1.3, 1.9, Ill.3 y 111.4). De las dos
tias de la probando con fenotipo dudoso/posible una de ellas es portadora de la
variante y la otra no.

La penetrancia en esta familia es de 37.5% y la variante cosegrega con
la enfermedad.

* FAMILIA 25 (H1129)

Familia 25 p.Val920Gly. Exén 15 DSG2

H1129

G

O B0 @——D #@

xxxxx

Figura 42. Arbol genealdgico de la familia 25.
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Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia (lI.1) es una mujer de 80 afios afectada de
MCD. Diagnosticada por una angina de pecho sin enfermedad coronaria
significativa se le implanta un DAI biventricular por prevencion primaria. Dos de
sus hermanos (lI1.15 y I1.9) también estan afectados, uno de ellos con
insuficiencia cardiaca cronica secundaria a MCD con disfuncion ventricular
sistdlica sincrénica y con un DAI tricameral implantado por prevencién primaria
y el otro asintomatico. La hija de la probando (lll.1), con un fenotipo posible, es
ablacionada por TSVD; se le observa ademas con RMN una pequefa
aneurisma en TSVD e hipocinesia lateral apical del VD y se le realiza
ecocardiografia muy sugestiva de miocardiopatia. El resto de hijos de la
probando no estan afectados.

Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.Val920Gly/q9.47937T>G, esta
localizada en el exon 15 del gen DSG2.

Esta catalogada en la base de datos HGMD como variante causal de la
enfermedad. Esta variante aparece recogida en diversas bases de datos de
genotipado en poblaciéon general. La base NHLBI GO ESP informa su
identificacion en 41/4135 individuos norteamericanos sanos de origen Europeo
(cerca del 1%) y en menor proporcion (0,3%) en individuos afroamericanos.
También aparece recogida en poblaciones de raza mixta en la base de datos
del proyecto 1000 genomas (México, Colombia) con frecuencias similares. Por
tal motivo, su frecuencia en poblacion general se acerca a la de un
polimorfismo.

La variante p.V920G afecta a un residuo moderadamente conservado
(V920), que supone el cambio de un aminoacido no polar (valina, GTA) a otro
no polar (glicina, GGA). El cambio supone moderadas modificaciones en
algunas de las propiedades fisico-quimicas, como la hidrofobicidad y la masa
(distancia Gratham: 109[0-215]). El aminoacido V920 se encuentra en el
extremo C-terminal citoplasmatico dentro de la segunda repeticion del dominio
RUD (aminoacidos 913-942), que se predice que forma las laminas beta de la

proteina.
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Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Mutation Taster reconoce la variante como un polimorfismo con un score
de 0.94 (rango de probabiliadad de 0-1). La prediccion con Polyphen-2 es de
sustitucidon benigna con un score de 0.154 (rango de score de 0-1). La
prediccidon con PMut es cambio patolégico con una fiabilidad de 0 (rango de
fiabilidad de 0-9) (Tabla 9).

La variante p.Val920Gly afecta al residuo V920 que se encuentra
conservado en humano y 4 especies mas: chimpancé, macaco, gato y raton.
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de los 20 individuos identificados en
esta familia. El caso indice (11.1), afectado, es ademas portador de la variante
p.Val920Gly. De los 3 hermanos de la probando afectados, dos de ellos portan
la variante y uno es wildtype. Un hijo de la probando es fenotipicamente normal
y wildtype y las otras tres hijas son portadoras de la variante; la mayor no esta
afectada y las otras dos tienen fenotipo posiblemente patologico. Tres nietos de
la probando son portadores y tienen fenotipo posible/patolégico. El nieto no
portador tampoco esta afectado. Los 5 sobrinos de la probando a los que se le
ha realizado el estudio genético son wiltdtype.

* FAMILIA 26 (H1361)

Caracteristicas clinicas de la familia

Familia en la que hasta ahora unicamente se ha estudiado al probando,
una mujer de 66 anos afectada de MCD cuyo unico dato clinico del que
disponemos es que fue trasplantada en Madrid a los 46 afios.
Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.Arg321%/9.21219C>T, esta
localizada en el exon 6 del gen LMNA. Esta catalogada en las bases de datos
como variante asociada a la patologia.
Se han descrito 2 familias europeas de raza caucasica (Alemania y Dinamarca)
con un total de 5 portadores de la mutacién. Ademas, se han descrito mas de
900 controles sanos negativos para esta mutacion.

El cambio de C a T en la posicion g.21219 de la secuencia gendmica de

LMNA da lugar a un transcrito aberrante que si se tradujera provocaria un
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codon de stop prematuro en el aminoacido 321. El aminoacido R321 de LMNA
se encuentra en dominio central alfa-helicoidal (aminoacidos 34-388).
Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Mutation Taster reconoce la variante como causal de la enfermedad con
un score de 1 (rango de probabilidad de 0-1). Polyphen-2 y PMut no reconocen
la variante por lo que no podemos valorar su patogenicidad con estos software
(Tabla 9).

La variante p.Arg321* afecta al residuo R321 que se encuentra
conservado en humano y 6 especies mas: Ptroglodites, Mmulata, Mmusculus,
Drerio, Dmelanogaster y Xtropicalis. EI dominio es idéntico en Ptroglodites,
Mmulata y Mmusculus y se encuentra parcialmente conservado en Ggallus,
Trubripes, Drerio, Dmelanogaster, Celegans y Xtropicallis.

Correlacién fenotipo-genotipo
No es posible calcular la penetrancia ni estudiar la cosegregacion ya que

Unicamente contamos con un individuo en esta familia.
* FAMILIA 27 (H1493)

Caracteristicas clinicas de la familia

Familia en la que hasta ahora unicamente se ha estudiado al probando,
una mujer de 41 anos afectada de MCD. Sufre de palpitaciones y presincopes
sin disnea pero rechaza DAl y medicacidn (sintrom). Holter 2 rachas de TVNS
lentas de 15 y 18 latidos a 117 y 123 Ipm. Pausas de hasta 3 segundos y
fibrilacién auricular (FA) durante todo el registro.

Variante identificada y estudio de patogenicidad

La variante identificada en esta familia, p.Arg225%9.20132C>T, esta
localizada en el exon 4 del gen LMNA. Esta catalogada en las bases de datos
como variante asociada a la patologia.

El cambio de C a T en la posicion g.20132 de la secuencia gendmica de
LMNA da lugar a un transcrito aberrante que si se tradujera provocaria un
codon de stop prematuro en el aminoacido 225.

Estudios “in silico” y conservacion filogenética
Se ha realizado el estudio bioinformatico del efecto de la sustitucion del

aminoacido R por un codon de stop en el residuo 225 utilizando 3 software:
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Mutation Taster, Polyphen-2 y PMut. Mutation Taster reconoce la variante
como causal de la enfermedad con un score de 1 (rango de probabilidad de O-
1). Polyphen-2 y PMut no reconocen la variante por lo que no podemos valorar
su patogenicidad con estos software (Tabla 9).

La variante p.Arg225* afecta al residuo R225 que se encuentra
conservado en humano y 7 especies mas: Ptroglodites, Mmulata, Mmusculus,
Ggallus, Trubripes, Drerio y Xtropicallis. EI dominio es idéntico en Ptroglodites,
Mmulata y Mmusculus y se encuentra parcialmente conservado en Ggallus,
Trubripes, Drerio, Dmelanogaser, Celegans y Xtropicalis.

Correlacién fenotipo-genotipo
No es posible calcular la penetrancia ni estudiar la cosegregacion ya que

Unicamente contamos con un individuo en esta familia.
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2.3 FAMILIAS DIAGNOSTICADAS DE SADS CON GENOTIPO POSITIVO

* FAMILIA 28 (H471)

122



[CAPITULO IV]

Familia 28 p.Gly712Arg. Exon 10 PKP2
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Familia 28
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Familia 28

p.Gly712Arg. Exén 10 PKP2
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Figura 43. Arbol genealdgico de la familia 28.
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Caracteristicas clinicas de la familia

El caso indice de esta familia es un varén que sufre una MS a los 27
anos. Deportista y sin sintomas previos. Primo por via materna de una MS del
lactante.

La madre del probando sufre sincopes, la mayoria de ellos vasovagales
(diagnéstico de SB aunque con alteraciones en VD y potenciales tardios
positivos). Familia paterna (aunque no el padre) con ECGs sugestivos de QTL.
Tipo de variante identificada. Estudio molecular

La variante identificada en esta familia, p.Gly712Arg/q.75480G>A, esta
localizada en el exon 10 del gen PKP2.

No esta catalogada en las bases de datos NCBI/HGMD. Mutacion no
descrita previamente.

Esta variante del tipo missense afecta al dominio armadillo 7 de la PKP2.
Estudios “in silico” y conservacion filogenética

Mutation Taster reconoce la variante como variante causal de la
enfermedad con un score de 0.78 (rango de probabilidad de 0-1). La prediccidn
con Polyphen-2 es de sustitucion probablemente dafina con un score de 0.995
(rango de score de 0-1). La prediccion con PMut es cambio patolégico con una
fiabilidad de 4 (rango de fiabilidad de 0-9) (Tabla 9).

La variante p.Gly712Arg afecta al residuo G712 que se encuentra
conservado en humano y 4 especies mas: chimpancé, macaco, raton y pollo.
Correlacién fenotipo-genotipo

Se ha realizado el estudio genético de 29 de los 32 individuos
identificados en esta familia. El caso indice (IV.31), afectado de MCD, era
ademas portador de la variante p.Gly712Arg. Su madre (I11.18), también
afectada es wildtype. De los 20 individuos sanos, 7 son portadores de la
variante, y de los 10 individuos con fenotipo posible/dudoso, solo uno es
portador, el resto son wildtype.

La penetrancia en esta familia es de 22.2% y la variante no cosegrega

con la enfermedad.
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3. ESTUDIO DE MICROSATELITES EN TRES FAMILIAS PORTADORAS DE
LA MUTACION p.GIn447*

Se ha realizado el estudio de busqueda de un antecesor comun en tres
familias (H238, H264 y H780) afectadas de MCD con afectacion del VI'y con un
fenotipo severo muy similar.

En las 3 familias se ha detectado la misma variante p.GIn447* localizada
en el exon 11 del gen DSP y que parece ser la responsable de la patologia.

Hemos comprobado mediante seis marcadores microsatélites (D6S1640,
D6S1574, D6S1674, D6S1660, Des.mic1 y Des.mic3), que los individuos de
las 3 familias comparten haplotipo (Figura 44A, B y C) por lo que
presuntamente estan emparentados y tienen un antecesor comun. Todos los
individuos portadores de la mutacion p.GIn447* tienen el mismo haplotipo
patogénico, incluso entre individuos de diferentes familias (efecto fundador).
Cada uno de los alelos representados en la figura 47, son el resultado de los
loci que se transmiten juntos.

Para el calculo del numero de generaciones que han transcurrido desde
el momento en que se origind la variante hasta la actualidad, hemos utilizado
25 individuos control y el marcador que posiblemente sufria algun hecho de
recombinacion (D6S1574). Hemos utilizado la formula G= log & / log (1-8); 6=
(Pd-Pn) / (1-Pn), en la que G= numero de generaciones transcuridas, &=
medida de desequilibrio de ligamiento entre la mutacion y cada uno de los
microsatélites recombinantes mas cercanos, 8= fraccion recombinante entre un
marcador y el gen (la unidad son los cM; 1cM=1Mb 1 millon de pares de bases
aprox.), Pd= frecuencia del alelo microsatélite ancestral entre los cromosomas
portador de la mutacién, Pn= frecuencia del mismo alelo microsatélite en el
cromosoma no portador de la mutacién. Se asume para el calculo que cada
generacion son 25 afnos aproximadamente.

En nuestro caso, el alelo recombinante esta presente en 7 de los 25
controles, por lo tanto en 14 de 50 alelos (Pn= 14/50 = 0.28) y en 3 de los 4
casos de individuos con la mutacion por lo tanto en 6 de 8 alelos (Pd= 6/8 =
0.75). La distancia del marcador recombinante al gen DSP es de 6= 1.53 MB =
1.53 cM = 0.0153 M. Por lo tanto 6= (0.75-0.28) / (1-0.28); &= 0.652.
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G= log 0.652 / log (1-0.0153); G= 26.90 x 25 = 673.5 afos
aproximadamente han transcurrido desde el momento en que se origino la

mutacion.
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Haplotipos familia 16
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4. GRANDES REORDENAMIENTOS EN LOS GENES DESMOSOMICOS

Las muestras de 17 casos indice pertenecientes a familias diagnosticadas de MAVD en
los que no se detectd ninguna mutacion causal en ninguno de los genes desmosémicos ni en
los genes candidatos incluidos en este estudio fueron analizados mediante la técnica MLPA

para la deteccidn de posibles deleciones o duplicaciones en alguno de estos genes.

Familia 29

Figura 45. Arbol genealdgico de la familia 29.

No se detectd ningun gran reordenamiento génico en los genes
desmosomicos de estas familias excepto en una familia (familia 29) afectada de
MAVD en el que en el caso indice se hallé una gran delecion del exon 8 del
gen PKP2 (NC_000012.11:9.32976092_32978401del). Esta mutacion provoca
la delecion en heterocigosis del exon 8 de PKP2 e incluye parte de los intrones
adyacentes (intrones 7 y 8). El fragmento delecionado es de un total de 2309
pares de bases de las que 118 pertenecen al exon 8.

Se realizé el estudio genético del exon 8 del gen PKP2 en todos los
individuos de esta familia (2 hermanas, madre e hijo del caso indice), en la que
ademas del probando, también estaban afectadas de MAVD su hermana y su
madre. La hermana que no esta afectada y el hijo del probando tienen un
fenotipo probable/dudoso, pero no son portadores de la gran delecion del caso
indice, la otra hermana, ademas de estar afectada de MAVD, es también

portadora de la variante.
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En la Figura 46 se muestran mediante diagramas de barras los
resultados de una muestra wildtype y de la muestra que presenta la delecidn
del ex6én 8. Todas las barras corresponden a las sondas y tienen un valor
normalizado cercano a 1 en el caso de los wildtype y un valor de 0.5 en el caso

de la muestra que tiene la delecion.
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Figura 46: Representacion grafica de los resultados del MLPA en una muestra wildtype y una
muestra que presenta una delecion.

La delecion hallada por MLPA fue confirmada posteriormente mediante NGS.
La cobertura de las sondas que se utilizan en este tipo de secuenciacion nos
sirve para determinar la regidon en la que se ha producido una duplicacion (la
sonda tendra el doble de cobertura) o como en nuestro caso una delecion, en
la que la sonda tendra la mitad de cobertura que las demas. (Figura 47).
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Figura 47. Confirmacién de la delecion del exén 8 del gen PKP2 en heterocigosis de acuerdo
con los datos de cobertura de NGS. La muestra delecionada (de color verde) tiene la mitad de
cobertura que el resto de muestras incluidas en esta “carrera”. La delecion comienza en el

intrén 7 y termina dentro del intrén 8.
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DISCUSION
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1. IMPLICACION DESMOSOMAL EN LAS MIOCARDIOPATIAS

Debido a su papel central en el mantenimiento de la integridad de tejidos
sdlidos, la interrupcidon del ensamblaje o estructura del desmosoma, conduce a
situaciones debilitantes, infecciones y enfermedades autoinmunes vy
hereditarias (Al-Jassar et al., 2013a). Las consecuencias moleculares incluyen
la pérdida de adhesion entre células, desorganizacion celular, comunicacion y
regulacion celular defectuosa y desarrollo de tejido equivocado. Las
condiciones patologicas resultantes son diversas e incluyen las
miocardiopatias, epidermiolisis bullosa, formacion de ampollas en la epidermis
y mucosa, displasia ectodermal, keratderma palmoplantar, queratosis, pelo
lanoso y alopecia.

Las mutaciones que se dan en los desmosomas de los cardiomiocitos
dan lugar a patologias tales como la MAVD/l y la MCD con arritmias. El
fundamento al que se llega a través de estudios estructurales, celulares y
mutacionales, proporciona una base para predecir los efectos de las variantes
desmosomicas que aparecen en 1 de cada 200 personas de algunas cohortes
(Lahtinen et al., 2011).

2. RENTABILIDAD DE LA GENETICA EN EL ESTUDIO DE LAS
MIOCARDIOPATIAS (MCD, MAVD y SADS)
2.1 Variantes desmosoémicas encontradas en la poblacion de estudio

Se han detectado 14 variantes en las familias afectadas por MAVD
incluidas en este estudio: 4 en el gen DSP, 6 en el gen PKP2, 2 en JUP, 1 en
DSG2y 1 en DSC2.

Se han detectado 12 variantes en las familias afectadas por MCD
incluidas en este estudio: 3 en el gen DSP, 2 en el gen PKP2, 1 en JUP, 2 en el
gen DSG2, 3 en el gen LMNA y 1 en el gen PLN.

También se ha detectado una variante en la familia afectada de SADS
incluida en este estudio. Esta variante se ha encontrado en el gen PKP2.
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2.1.1 Variantes detectadas en los genes que codifican para las cadherinas
desmosoémicas (DSG2 y DSC2)
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Figura 48.

En comun con las cadherinas clasicas, las desmogleinas y desmocolinas
se expresan con el extremo N-terminal y pro-péptidos que se escinden durante
la maduracion. Los pro-péptidos de las desmogleinas (26 residuos) son mas
cortos que los de las desmocolinas (108 residuos). Las proteinas maduras
atraviesan la membrana con el extremo N-terminal de sus dominios
extracelulares y sus colas C-terminales quedan incrustradas en la placa
citoplasmatica. Estas cadherinas contienen 5 dominios cadherina
extracelulares (EC1-EC5) con sitios de uniéon a Ca* (Nagar et al., 1996),
seguidos de una region transmembrana en hélice y una region C-terminal
desordenada.

La estructura del domino EC-1 en humanos fue determinada por
Yokohama et al. (resultados que no fueron publicados) y contiene el
caracteristico “sandwich plegado ” y una hélice 3 firme (Overduin et al., 1995).

Los dominios extracelulares de las cadherinas median dos tipos de

interacciones proteicas, segun lo revelado por las estructuras cristalinas de los
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dominios extracelulares de C-, E- y N-cadherinas (Shapiro and Weis,
2009;Harrison et al., 2011;Boggon et al., 2002).

El mecanismo por el cual las cadherinas desmosdmicas interactuan en
el espacio intercelular aun no esta claro. La fuerte adhesion célula-célula puede
ocurrir a través de dos interacciones homofilicas y heterofilicas entre
desmocolinas y desmogleinas que cruzan la linea divisoria entre células.

Se ha detectado una variante en DSG2 y otra en DSC2 en el grupo de
familias afectadas de MAVD:

La variante p.Ala969Val/g.48084C>T, localizada en el exdén 15 del gen
DSG2, ha sido detectada en una familia afectada por MAVD (familia 14).

Teniendo en cuenta la gran cantidad de muestras secuenciadas para este gen
(pacientes y controles), es probable que no se trate de una variante frecuente
en la poblacién.

Hay otras variantes genéticas de tipo missense que afectan al extremo
C-terminal de la desmogleina-2 (Figura 48) y que han sido indentificadas con
muy baja frecuencia (<0.5%) en sujetos control aparentemente sanos. Al
respecto, Kapplinger et al. (Kapplinger et al., 2011) establecié un algoritmo para
la probabilidad de que una variante missense en los genes desmosomales sea
patogénica y determinaron que la ubicacion en el extremo N-terminal disminuia
esta posibilidad. Por otro lado, si una variante como esta se identifica en un
sujeto de raza caucasica o afecta a un residuo altamente conservado en la
evolucion (como sucede con la alanina en posicion 969 de DSG2), la
probabilidad de que sea patogénica aumenta.

En el caso de la familia afectada de MAVD en la que aparece esta
variante, no es posible establecer una cosegregacion, por lo que no podemos
afirmar que sea la causante de la misma, a pesar de que la mayoria de los
programas bioinformaticos con los que se ha analizado predigan que es causal
con un rango de probabilidad relativamente alto.

La variante p.Ala897Lysfs*4, localizada en el exdn 16 del gen DSC2, se
ha detectado en 3 familias afectadas de MAVD (familias 2, 3y 11).

Esta variante genética fue inicialmente identificada en familias con
MAVD procedentes de Reino Unido, Italia y Estados Unidos. En un comienzo

fue interpretada como una mutacion asociada con la enfermedad; sin embargo,
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posteriormente ha sido también identificada entre controles sanos con una
frecuencia de aproximadamente 2% (20 de 1078). En las tres primeras familias
descritas por Syrris et al (Syrris et al., 2006), habia varios portadores con
afectacion ventricular izquierda predominante. El estudio de haplotipos
determind que estas familias no estaban relacionadas, indicando que la
variante p.Ala897Lysfs*4 se presentaba en forma recurrente en esa poblacion.
Los autores la consideraron mutacion patogénica por estar ausente en 200
voluntarios y porque produciria un codon de stop prematuro 4 aminoacidos mas
adelante.

Posteriormente, den Haan y colaboradores (den Haan et al., 2009)
detectaron esta variante genética en una cohorte de pacientes norteamericanos
con MAVD, pero la consideraron no relacionada con la enfermedad por estar
presente también entre los controles sanos (no se dan datos de frecuencia).
Recientemente, un grupo italiano identifico la variante p.Ala897Lysfs*4 en 5 de
112 casos indice con MAVD, cuatro de ellos tenia una o mas mutaciones
adicionales en otros genes del desmosoma probablemente patogénicas vy
presentaban un fenotipo severo. Estas familias no estaban relacionadas segun
el analisis de haplotipos, y la variante aparecia de forma recurrente,
confirmando los hallazgos previos de Syrris et al. en una poblacién distinta. Por
otro lado, no habia diferencias significativas en la frecuencia alélica con la que
se identificé esta variante entre controles sanos con respecto a los pacientes.
Estos autores demostraron mediante estudios funcionales que la alteracion
producida por esta variante afecta a aminoacidos muy poco conservados en la
evolucion y no altera la estructura de la isoforma que mas se expresa en el
corazén (DSC2 isoforma b). De Bortoli y colaboradores (De et al., 2010)
sugirieron entonces que la variante p.Ala897Lysfs*4 podria actuar como un
posible factor modificador en presencia de otra mutacion patogénica.

Finalmente, esta variante ha sido identificada en el Exome Variant
Server (proyecto 5000 genomas) con una frecuencia similar a la reportada en
los estudios previos. En esta base datos aparece en heterocigosis en 111 de
4127 individuos europeo-americanos (MAF: 1.34%) y en 9 de 2132 sujetos
afro-americanos (MAF: 0.2%).
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En el caso de nuestras familias estudiadas portadoras de la variante,
ésta cosegrega con la enfermedad en las 3 familias analizadas, por lo tanto
podriamos afirmar que probablemente tenga un papel fundamental en el
desarrollo del fenotipo (teoria del doble “hit”).

En el grupo de familias afectadas por MCD se han detectado dos

variantes en el gen DSG2:

La variante p.Gly638Arg/g.43017G>A, localizada en el exdén 13 del gen
DSG2, ha sido detectado en una familia afectada de MCD (familia 18).

Esta alteracién, fue descrita en un principio en una familia italiana cuyo
probando, si bien cumplia criterios diagndsticos propuestos por la Task Force
(2010), también era portador de otras dos variantes en otros genes
desmosomicos: p.Ala897Lysfs*4 en DSC2 y p.Asn375lle en DSP. Un familiar
de 58 afos, que solo era portador de p.Gly638Arg, no se encontraba afectado.
Otros dos familiares eran portadores de esta variante junto con
p.Ala897Lysfs*4. Si bien esta ultima es considerada un polimorfismo de baja
frecuencia, uno de los portadores de ambas variantes (varén de 42 afos)
cumplia criterios diagnosticos de miocardiopatia arritmogénica (4 criterios
menores), mientras que otro familiar (mujer de 54 afos), también portadora de
ambas, no los cumplia (el fenotipo de hecho era normal).

Estos datos podria sugerir que la variante p.Gly638Arg no seria factor
suficiente para producir enfermedad aunque existe la posibilidad que contribuya
al fenotipo, en asociacion con otros factores genéticos y no genéticos (por
ejemplo ser edad, sexo, practica deportiva, etc).

También fue identificada en un paciente espafiol con diagnostico de
miocardiopatia dilatada e hipertrabeculacién, portador de otras dos variantes
raras en otros genes desmosomicos.

Esta informacion sugiere que la variante p.Gly638Arg no constituiria un
factor suficiente para producir enfermedad aunque no podemos descartar que
su presencia actue como modificador de otras variantes genéticas,
contribuyendo de este modo al desarrollo de enfermedad. Por tal motivo la
consideramos de patogenicidad incierta. De nuevo podriamos atribuir esto a la
teoria del doble “hit” explicando de esta manera el desarrollo del fenotipo por la

contribucion de una segunda variante no identificada hasta el momento.
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En nuestro caso, el probando de la familia, ademas de ser portador de
esta variante, es también portador de otra variante en el gen PKP2
p.Asp26Asn/g.191G>A. Esta segunda variante, que parece no patogénica por
si sola, podria estar modulando el efecto patoldgico de la variante en DSG2
pero no se ha conseguido hasta la fecha mas muestras de ADN de familiares
del probando, por lo que no podemos estudiar la cosegregacion y por lo tanto
no podemos afirmar que la variante p.Gly638Arg sea la causante de la
patologia en esta familia.

La otra variante detectada en el gen DSG2 es Ia
p.Val920Gly/g.47937T>G, localizada en el exdn 15 y detectada en una familia
afectada de MCD (familia 25).

Esta variante fue descrita por primera vez por Biedermann y cols en su
trabajo sobre el patron de expresion de la desmogleina-2 en el cancer gastrico
(Biedermann et al., 2005). p.Val920Gly fue identificada en uno de 63 controles
utilizados, pero que no habian sido estudiados desde el punto de vista
cardiovascular. Posteriormente, esta variante genética fue descrita en 3
familias de raza caucasica y asociada casi en la mitad de los portadores con
afectacion ventricular izquierda predominante (fenotipo que se confunde con el
de MDC). En una de las familias descritas por Posch et al. la variante V920G
no cosegregaba con la enfermedad (habia familiares afectados con MCD que
no eran portadores) (Posch et al., 2008). Ademas, esta variante se identifico en
2 de 432 controles sin dilatacidén ni disfuncion ventricular izquierda (frecuencia
0,5%). El tercer caso indice fue descrito por Sirrys y cols.: fallecié subitamente
sin disponer de estudio genético; el hallazgo de la variante causal se realiz6 a
través del estudio de su padre que tenia signos compatibles con MAVD. Los
autores interpretaron a esta variante como patogénica debido a su ausencia en
200 controles sanos y a que afectaba un aminoacido conservado entre distintas
especies (Syrris et al., 2007). Christensen et al detectaron esta variante en un
paciente con posible diagndstico de MA que no cumplia criterios definitivos de
la enfermedad y en 3 de 650 controles sanos (0,5%). Sin embargo, estos
autores sugirieron que no se puede descartar la contribucion de esta variante
en la patogénesis de la enfermedad (Christensen et al., 2010). Mas

recientemente, Cox et al han encontrado la misma p.Val920Gly en 1 paciente
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holandés afectado por MAVD que cumplia los criterios diagnostico de la Task
Force del 2010 y la han clasificado como variante de significado incierto, a
pesar de su ausencia en 200 controles sanos (Cox et al., 2011).

En nuestro caso, la variante no cosegrega con la enfermedad, ya que
hay individuos con fenotipo patologico que no son portadores de la mutacion.
Por lo tanto no podemos concluir que la variante sea la causal de la patologia

en este caso.

2.1.2 Variantes detectadas en el gen que codifica para las proteinas
armadillo o placoglobinas (JUP)

V159L T191

S225L
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Figura 49.

La placoglobina esta estrechamente relacionada con las 3-cateninas, es
un componente importante de las uniones adherens y de la via de sefalizacidn
Wnt/ B-catenina que interactua con el dominio citoplasmatico de las cadherinas
clasicas como la E-cadherina.

Placoglobinas y B-cateninas comparten un dominio “armadillo” central

flanqueado por una cabeza y una cola N y C-t respectivamente. Los dominios
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cabeza y cola son sensibles a la protedlisis y pueden ser flexibles. Las
estructuras de la placoglobina y B-cateninas son similares; ambas son
moléculas alargadas con brazos repetidos que consisten en 3 a-hélices (Huber
and Weis, 2001).

Tanto la placoglobina como la B-catenina se unen fuertemente a E-
cadherina, sin embargo la placoglobina interactua mucho mas fuertemente con
DSG1 de lo que lo hace B-catenina, la cual esta ausente en los desmosomas
(Choi et al., 2009). Los sitios de union de las cadherinas desmosomicas que
coinciden con placoglobina en los brazos 1-3 son importantes tanto para la
union con desmogleinas como con desmocolinas. Los residuos lle127, lle165 y
Leu231 en estos brazos son totalmente necesarios para la unién con
desmogleinas y desmocolinas (Chitaev et al., 1998). Ademas, la placoglobina
también media la interaccion con placofilina y desmoplaquina (Kowalczyk et al.,
1997).

En el grupo de familias afectadas por MAVD se han encontrado dos

variantes en JUP:
La variante p.Ala521Ala/g.27908A>G, localizada en el exén 13 del JUP
ha sido identificada en una familia afectada de MAVD (familia 15).

Previamente fue identificada en 2 pacientes de una cohorte Holandesa
que incluyd casos con diagnodstico definitivo de MAVD (cumplian criterios
diagnosticos segun Task Force 2010). En esta serie no fue identificada en
ninguno de los 200 controles evaluados. Tampoco ha sido informada en la
base de datos de polimorfismos del NCBI (PubMed/HapMAp) por lo que se
trataria de una variante probablemente infrecuente. No se han descrito estudios
funcionales. Se desconoce si el hallazgo de esta variante en los dos pacientes
informados fue un hecho fortuito, ya que debido al caracter silente no seria
esperable su asociacion con enfermedad. Por otro lado, si fuera muy poco
prevalente el numero de casos-controles estudiados podria ser insuficiente
para poder establecer esta asociacion.

En nuestro caso, no podemos determinar si la variante es causal o no ya
que el unico individuo afectado y portador de la variante es el probando, por lo
que el estudio de co-segregacion no se puede realizar. Se podria valorar como

una variante no causal si tenemos en cuenta los dos pacientes portadores y no
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afectados por la patologia y el analisis bioinformatico que determina que la
variante es benigna.

La variante p.Thr19lle/g.14914C>T ha sido encontrada tanto en una
familia afectada de MAVD (familia 8) como en otra afectada de MCD (familia
22).

Esta localizada en el exén 2 de JUP ha sido descrita previamente en un
vardon blanco norteamericano, diagnosticado a los 17 afios de MAVD, sin
historia familiar. La mutacion no se ha encontrado en 200 controles sanos y
afecta a un residuo conservado en la evolucion.

En la familia afectada de MAVD en la que hemos encontrado esta
variante no podemos concluir que esta variante sea la causa de la patologia, ya
que, a pesar de que la mayoria de los software con los que la hemos testado
nos dicen que posiblemente sea patogénica, no hemos podido realizar
completamente el estudio de cosegregacion familiar, por lo que no podemos
concluir su patogenicidad en esta familia.

En la familia afectada de MCD en la que hemos encontrado esta variante
hemos encontrado ademas otra variante en PKP2 que no parece que sea
causa de la patologia (p.Arg79GIn/g.17826C>T).

Al tener 3 afectados (dos de ellos con parada cardiaca resucitada)
portadores de la variante podriamos determinar que la misma es posiblemente

patogénica.
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2.1.3 Variantes detectadas en el gen que codifica para la proteia

desmoplaquina (DSP).
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Figura 50.

La desmoplaquina, al igual que otros miembros de la familia de las
plaquinas, tiene una estructura tripartita formada por un dominio plaquina
globular N-t, un dominio central en espiral y una cola C-t constituida por 3
dominios plaquina (A, By C).

El dominio plaquina, junto con una pequefa region del extremo N-t de la
proteina, es el responsable de las uniones con placoglobina y placofilina.

En el grupo de familias afectadas de MAVD incluidas en este estudio se

han detectado 4 variantes en el gen DSP:

Hasta la fecha, se han descrito 42 mutaciones en desmoplaquina que
llevan a la terminacion prematura de la traduccion. Existe informacién clinica
disponible de 120 portadores provenientes de 44 familias. 86 (72%) de los 120
portadores estaban afectados, y 18 (15%) sufrieron MS. Todos ellos tenian

alguna de estas mutaciones. En las 14 familias en las que fue posible realizar
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un screening, la penetrancia fue >50% en 10 familias (71%) y >90% en 7
(50%) (Lopez-Ayala et al., 2014).

La variante p.(Arg425%)/9.26807C>T, localizada en el exén 11 del gen
DSP ha sido reportada una sola vez en literatura cientifica describiéndose
como mutacion causal en un individuo de 14 afios afectado de MAVD.

En la familia afectada de MAVD en la que hemos encontrado esta
variante, esta cosegrega con la enfermedad, y al ser una alteracion que trunca
la proteina la consideramos como claramente causal de la patologia.

La variante p.(GIn1925%)/9.41399C>T, localizada en el exdn 24 del gen
DSP no ha sido previamente descrita. Afecta al dominio "rod" o vara de la
desmoplaquina comprendido entre los aminoacidos 1057 a 1945.

En este dominio han sido descritas hasta el momento una docena de
mutaciones nonsense con mecanismo fisiopatologico similar: p.GIn1085%
p.Arg1113%, p.Arg1267*, p.Arg1269* p.GIn1301*, p.Trp1342* p.GIn1446%
p.Leu1486* p.Glu1493* p.GIn1810%, p.GIn1866* y p.Arg1934*. Algunas de
ellas se identificaron en pacientes que no solo cumplian criterios diagndsticos
de MAVD sino que también presentaban compromiso ventricular izquierdo
(dilatacion y disfuncion leves, en algunos casos hipertrabeculaculacion) como
por ejemplo p.Arg1113* p.GIn1085* y p.GIn1866*. Otras mutaciones han
tenido un comportamiento de tipo recesivo o bien se manifestaron clinicamente
en presencia de una segunda mutacion (heterocigotos dobles o compuestos).
En estos casos los pacientes tuvieron una presentacion precoz que incluyé no
solo el compromiso biventricular sino también manifestaciones cutaneas de la
enfermedad (hiperqueratosis palmoplantar, pelo lanoso y epidermiolisis
bullosa), con MS a muy temprana edad. Por tanto, si bien esta mutacion no ha
sido previamente descrita, la alteracion proteica estructural que se deduce de
su efecto y la informacion disponible sobre mutaciones préximas con efecto
similar, hacen suponer que muy probablemente esté asociada con el desarrollo
de MAVD

En la familia afectada de MAVD en la que hemos encontrado esta
variante no es posible estudiar la cosegragacién de la misma con la patologia.
Solo hay un individuo afectado que porta la variante y hasta el momento no se

ha encontrado ninguna segunda mutacién que podamos pensar que pueda
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modular o este modulada por ésta para producir la patologia y no se ha visto a
ningun familiar afectado al que se le pudiera realizar el estudio genético.

La variante p.Ala1074Serfs*/q9.37773_37774insA pertenece a un tipo de
mutaciones que resultan del truncamiento de la molécula de desmoplaquina.
Son frecuentemente patogénicas y en general se las asume como causa de la
enfermedad aunque no hayan sido previamente reportadas. Hay varias
mutaciones descritas, y asociadas a MAVD, que estan ubicadas muy cerca de
la posiciéon 1074 y que producen un efecto de similar. Entre ellas, p.F1016fs,
p.E1068Vfs*1086 y p.R1113* producen un truncamiento de la proteina muy
préximo al que se observaria con p.A1074Sfs*1087 y que han sido asociadas
con MS a edad temprana y compromiso ventricular izquierdo
(fundamentalmente dilatacion, deterioro ligero de la fraccion de eyeccion y, en
algunos casos, hipertrabeculacién apical). Otras mutaciones descritas que
afectan los mismos dominios también han sido asociadas con afectacidon
dérmica en forma de hiperqueratosis palmoplantar.

Por lo tanto, si bien esta variante genética no ha sido previamente
descrita, la alteracion proteica estructural que se deduce de su efecto y la
informacion disponible sobre mutaciones proximas con efecto similar, hacen
suponer que muy probablemente esté asociada con el desarrollo de MAVD.

En la familia afectada de MAVD en la que hemos encontrado esta
variante, todos los afectados o posiblemente afectados por la patologia son
portadores de la variante. Esta co-segrega claramente con la enfermedad y
ademas los software predictores la valoran como causal.

La variante p.Arg1537Cys/g.39163C>T, localizada en el exon 23 del gen
DSP ha sido identificada con frecuencia baja en poblacion control. En el
proyecto 5000 Genomas fue detectada en 120 (3 de ellos homocigotos) de
4300 sujetos de origen europeo-americano (MAF: 1,43) y en 13 (no se
describen homocigotos) de 2203 sujetos afro-americanos (MAF: 0,2951).
Ademas, aparece recogida en la base de datos Reference SNP (NCBI,
PubMed/HapMap) con una frecuencia media de heterocigosidad de 0,019 y en
varios articulos fue detectada en controles sanos con una frecuencia de 0,5-

1%. Esta informacion sugiere que p.Arg1537Cys es un polimorfismo de baja
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frecuencia en la poblacion blanca y probablemente no esta asociado al
desarrollo de enfermedad.

En la familia afectada de MAVD en la que aparece esta variante (familia
6) se ha detectado previamente la variante p.Asp26Asn en el exdén 1 del gen
PKP2. Esto nos sugiere que quizas podamos volver a atribuir la teoria del doble
“hit” a esta familia, pudiendo estar el polimorfismo modulando la patogenicidad
de la variante p.Asp26Asn.

En el grupo de familias afectadas de MCD incluidas en este estudio se

han detectado 3 variantes en el gen DSP:

La variante p.GIn447%/g.26873C>T esta localizada en el exén 11 del gen
DSP. No tenemos constancia de que esta variante genética haya sido descrita
previamente.

Varias mutaciones en este gen se han asociado con el desarrollo de
miocardiopatia arritmogénica de predominio ventricular izquierdo e incluso con
afectacion aislada de este ventriculo y simulando una MCD idiopatica. En otros
casos, se han descrito mutaciones en este gen con patrén de herencia
autosdmico dominante y asociadas con queratosis palmo-plantar y pelo lanoso
(fenotipico asociado al sindrome de Carvajal).

Las mutaciones de truncamiento en DSP, independientemente de su
posicion exacta, se comportan de una manera agresiva y se caracterizan por
una presentacion inicial de la enfermedad, una alta carga de arritmias y MS
(Lopez-Ayala et. al, 2014).

Tras el término “miocardiopatia arritmogénica” se encuentra un amplio
espectro de fenotipos que van desde las formas clasicas de la enfermedad en
la que esta afectado el VD, pasando por formas de afectacion biventricular
hasta la afectacidon del VI. La variante p.GIn447* afecta predominantemente al
VI.

Las 3 familias de este estudio en las que se ha encontrado esta variante
estan caracterizadas por que sus pacientes tienen afectacion del VI excepto
dos pacientes que tienen involucrado el VD. En las 3 familias la variante
cosegrega con la enfermedad ya que todos los afectados son portadores y
manifiestan una penetrancia particularmente alta (93%).
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Las 3 familias se caracterizan por tener un fenotipo severo y muy similar
por lo que se les realiza un estudio de marcadores microsatélites con el que se
comprueba mediante el analisis de haplotipos que las 3 familias estan
emparentadas y tienen un antecesor comun. En la busqueda de un efecto
fundador calculamos la edad de la mutacion p.GIn447* y cuantas generaciones
han pasado desde su origen.

La variante IVS8-1G>A, localizada en el intron 8 del gen DSP no ha sido
identificada hasta la fecha en bases de datos publicas de genotipado de
poblacidn general. Las herramientas informaticas sugieren que el proceso de
corte y empalme podria verse afectado. Hay poca constancia de variantes
intronicas que afecten al proceso de corte y empalme y que sean posiblemente
patogénicas.

En la familia afectada de MCD en la que se ha encontrado esta variante
no se puede concluir que esta sea causal de la patologia, ya que la penetrancia
es incompleta y solo tenemos un individuo afectado y portador.

En la familia afectada de MCD en la que aparece la variante
p.Arg1537Cys/g.39163C>T, ésta cosegrega con la enfermedad (3 afectados y
los 3 portadores), ademas, en esta familia se ha detectado otra variante en
MYBPC3 que no cosegrega con la enfermedad (solo son portadores el
probando y otro afectado). De esta manera no queda claro cual es el efecto de
la variante en DSP que esta catalogada como benigna o variante moduladora

en presencia de otra mutacion.
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2.1.4 Variantes detectadas en el gen que codifica para la proteia
placofilina (PKP2).
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Figura 51.

Al igual que la placoglobina, las placofilinas interactuan con las
cadherinas desmosdmicas aunque existen diferencias de afinidad entre las
diferentes placofilinas y las desmogleinas (Bonne et al., 2003;Hatzfeld et al.,
2000). Las mutaciones en PKP2 son la causa mas comun del desarrollo de la
MAVD. Hasta la fecha hay descritas en bases de datos mas de 130 mutaciones
patogénicas a lo largo del gen PKP2 implicadas en esta patologia (van der
Zwaag et al., 2009).

En el grupo de familias afectadas de MAVD incluidas en este estudio se

han detectado 7 variantes en el gen PKP2:
La variante p.Val837fs*930/g.104134delA, localizada en el exén 13 del

gen PKP2, es una mutacion recurrente en las familias caucasicas occidentales

de diferentes paises y ha sido claramente asociada a la MAVD. La
cosegregacion con este fenotipo se ha demostrado en numerosas familias y su
penetrancia parece ser incompleta (solo 2/3 de los portadores parecen
afectados).

Una segunda mutacion posiblemente patogénica fue identificada en 3
familias y los estudios de cosegregacion demostraron en una de esas 3 familias

153



[CAPITULO V]

que solo los portadores de las 2 variantes estaban clinicamente afectados a
edad temprana y que los familiares que solamente portaban la variante
Val837fs no estaban afectados. En la literatura hay descritos mas de 1500
controles sanos que no son portadores de esta variante. La edad media del
diagndstico es de 23 afios y la mayoria de afectados portadores estan
asintomaticos, sin embargo 2 pacientes presentaron sincope y otros dos MS
como primer sintoma de la enfermedad. Principalmente esta afectado el VD;
solamente hay datos de que el VI esté involucrado en un paciente. La
sustitucion fibroadiposa qued6 demostrada en dos pacientes que se sometieron
a trasplante.

En la familia afectada de MAVD portadora de esta mutacion (familia 4)
no se ha encontrado hasta la fecha una segunda mutacion que se considere
moduladora, hay penetrancia incompleta y aunque no se ha podido concluir el
estudio de cosegregacion porque en la familia solo hay un afectado portador,
consideramos la mutacion como causa probable de la enfermedad. Los
estudios bioinformaticos también consideran a la variante la causa de la
patologia.

La variante IVS4-11T>C/q.45863T>C, localizada en el intrén 4 del gen
PKP2 no ha sido descrita previamente en articulos médicos, sin embargo
aparece en una base de datos de un grupo de investigacion holandés
(http://arvcdatabase.info) y se la interpret6 como de patogenicidad incierta, sin
controles sanos disponibles.

Aparece recogida en la base de datos publica del NHLBI ESP con una
frecuencia genotipica (heterocigosis de 0,6%) y como no afecta al splicing
probablemente sea un polimorfismo y no esté asociada con el desarrollo de la
enfermedad.

En la familia afectada de MAVD portadora de esta variante solo se ha
realizado el estudio del caso indice, por lo que no es posible hablar de
penetrancia ni de causalidad de esta variante en esta familia hasta que no se
concluya el estudio.

La variante p.Arg79%g.17826C>T, localizada en el exon 2 del gen PKP2
ha sido descrita en al menos 10 publicaciones cientificas donde se la relaciona

directamente con el desarrollo de la MAVD. El truncamiento temprano de
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PKP2, en este caso en la posicion 79 impide su interaccion fisica con la
desmoplaquina y conexina 43. Ademas la expresion de esta mutacidn se
correlacion6 con la pérdida de expresion de la HSP90, una proteina relevante
para la apoptosis de los cardiomiocitos (Mukherjee et. Al, 2008).

En la familia afectada de MAVD portadora de esta variante no es posible
calcular la cosegregacion ya que solamente hay un individuo afectado, pero
consideramos la alteracion como claramente causal de la patologia.

La variante p.Asp26Asn/g.191G>A, localizada en el exon 1 del gen
PKP2 fue hallada por van Tintelen y cols. en un paciente perteneciente a una
cohorte holandesa de casos indice con diagnostico de MAVD (van Tintelen et
al., 2006). Los autores no pudieron establecer con certeza su patogenicidad (no
afecta una region o aminoacido altamente conservado, esta localizada fuera de
los dominios funcionales y no produce un cambio de polaridad) y la
denominaron “variante no clasificada”.

En un estudio de Cox et al. acerca de los parametros de la taquicardia
ventricular en pacientes con miocardiopatia arritmogénica (Cox et al., 2008),
encontraron esta variante en uno de los casos utilizados como controles
(paciente con taquicardia del tracto de salida del VD y sin cardiopatia
estructural).

Koopmann et al. identificaron esta variante y la clasificaron como
polimorfismo en su estudio de 38 pacientes con sindrome de Brugada sin
mutaciones identificadas en el gen SCN5A y en quienes se realizd screening
de mutaciones en genes candidatos (Koopmann et al., 2006) (Caveolin-3, Irx-3,
Irx-4, Irx-5, Irx-6, JUP, PKP2, SCN1B, SCN2B, SCN3B, y SCN4B).

Rampazzo A., en una comunicacion personal del afio 2007, detecto esta
variante en 5 de 105 controles sanos italianos. Los datos disponibles indican
que esta variante no seria la causa de la enfermedad (Rampazzo, 2006). Ha
sido encontrada en pacientes con otras patologias distintas de la
miocardiopatia arritmogénica e incluso en casi el 5% de controles sanos de una
serie. Por otro lado, ha sido identificada con una frecuencia mayor al 1% en
bases de datos publicas que incluyen informacion genética de miles de
individuos de distintas etnias. En la base de datos Exome Sequencing Project
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(Exome Variant Server) ha sido identificada hasta ahora en heterocigosis en 56
de 4100 sujetos de origen Europeo y en 4 de 2072 Afroamericanos.

La variante p.Ser140Phe/q.18386C>T, localizada en el exdon 3 del gen PKP2 ha
sido descrita previamente en 22 articulos o comunicaciones. Hay informacion
sobre esta mutacion en 23 familias con acerca de 54 portadores (37 afectados
o posiblemente afectados, 8 no afectados o sanos y 9 sin estudio fenotipico).
se ha identificado hasta la fecha en heterocigosis en 25 de 4300 sujetos de
origen Europeo (0.6%) y en 1 de 2203 sujetos Afro-Americanos pertenecientes
al proyecto 5000Genomas (Exome Sequencing Project). Tambien aparece
reportada en dbSNP del NCBI (rs150821281) con frecuencias alelicas
similares. Se ha identificado en controles sanos con una frecuencia media
aproximada de heterocigosis de 0,5% pero no parece tener una distribucidon
poblacional homogénea.

Ademas, esta variante ha sido identificada en pacientes con un fenotipo
no asociado a mutaciones en PKP2. Un estudio realizado para buscar genes
candidatos en 38 casos indice holandeses de raza caucasica con Sindrome de
Brugada (SB) (mutaciones en el gen SCN5A previamente excluidas) detecto la
p.Ser140Phe en uno de los pacientes y también en 75 controles sanos.
También se ha identificado mediante NGS en un paciente de una familia
espafola afectado de SB familiar.

Por otro lado hay datos que indican que esta variante es inocua. En un
estudio publicado por Christensen et al. la variante fue identificada en 3/53
casos con MAVD vy en 5/650 controles, indicando una distribucidon
significativamente mayor entre los pacientes vs controles (5,7% vs 0,8%,
p=0.02). La presencia de esta variante en pacientes portadores de otras
mutaciones, determino en algunos casos un fenotipo mas severo y en otros
podria haber permitido la expresidn de la enfermedad.

En la familia afectada de MAVD en la que se ha encontrado esta
variante no se han encontrado hasta la fecha mas variantes que puedan estar
siendo moduladas por ésta.

La variante p.Ala418Asp/g.45956C>A, localizada en el exon 5 del gen
PKP2, no ha sido aun descrita por lo que teniendo en cuenta las miles de

muestras secuenciadas hasta la fecha se considera mutaciéon. Se localiza en el
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dominio ARM2 de la placofilina donde se han descrito varias mutaciones
missense (por ejemplo p.Arg388Trp, p.Leud419Ser y p.Phe424Ser) que también
producirian alteraciones fisico-quimicas en la proteina, y fueron asociadas al
desarrollo de MAVD (confirmada clinica e histologicamente). El probando y uno
de los hermanos portadores de una de estas mutaciones, p.Arg388Trp,
presentaban la mutacion en heterocigosis compuesta (junto a otra mutacion en
PKP2) determinando un fenotipo severo, con una presentacion de la
enfermedad en la infancia y evolucion hacia el trasplante cardiaco a los 15y 17
anos de edad. Los familiares que presentaban la mutacion en heterocigosis
simple desarrollaron un fenotipo mas leve y en algunos casos con diagnostico
"borderline". Respecto a los portadores de las otras 2 mutaciones (en
heterocigosis simple) tampoco se describen pacientes con fenotipo severo o
presentacion muy precoz.

En la familia afectada de MAVD en la que se ha encontrado esta
variante (familia 11) no ha podido realizarse el estudio de cosegragacion ya
que solo hay un individuo afectado y portador (probando), pero la variante, que
segun la mayoria de software predictores es causal (con un score proximo al
maximo) probablemente sea la responsable de la enfermedad. Hay penetrancia
incompleta (la hermana del probando es asintomatica y portadora).

La variante @.32976092 _32978401del, localizada en el ex6n 8 vy
abarcando parte de los intrones 7 y 8 del gen PKP2 esta considerada una
mutacion no presente en controles sanos y probablemente asociada a la
enfermedad.

Hay informacion sobre otra delecion del exon 8 completa que fue
identificada por Cox et al. en 1 de 169 casos indice con diagnostico de MAVD
(Holandeses de raza blanca) (Cox et al., 2011). El estudio de cosegregacion en
la familia no fue realizado ni se aportan mas detalles clinicos del fenotipo. La
técnica utilizada por los autores para la deteccion de esta mutacion (MLPA) no
permitid conocer el tamafio exacto del fragmento delecionado (solo se sabe
que incluye también al exén 8). Este tipo de mutaciones que ocasionan
grandes deleciones no estan asociados de manera obligada a un fenotipo
severo (por lo que se recomienda el estudio de cosegregacion familiar) y son
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poco frecuentes en PKP2, aunque se han descrito mas casos relacionados
directamente con la patologia.

En la familia afectada de MAVD portadora de esta variante (familia 28)
primero se detectd la variante mediante MLPA y posteriormente se confirmé
mediante NGS en Health in Code con lo que ademas se pudo conocer el
tamano del fragmento delecionado. La mutacion cosegrega con la enfermedad
(los dos individuos afectados son portadores) y podemos afirmar que
posiblemente la mutacion encontrada en esta familia sea la misma descrita
anteriormente en la cohorte holandesa (a pesar de que no se conocia el
tamano de la misma) y por lo tanto la causante de la enfermedad.

En el grupo de familias afectadas de MCD incluidas en este estudio se

han detectado 2 variantes en el gen PKP2:

La variante p.Asp26Asn/g.191G>A se ha encontrado en una familia
afectada de MCD y que ademas es portadora de otra variante en DSG2 (ver)

La variante p.Arg79GIn/g.17826C>T, localizada en el exén 2 del gen
PKP2 no ha sido descrita en la literatura. En la regién donde se localiza la
mutacion, se han descrito algunas variantes de tipo missense, algunas de ellas
asociadas a la enfermedad.

En la familia afectada de MCD donde se ha encontrado esta mutacion,
hay que destacar que todos los individuos afectados y portadores de la
mutacion, también eran portadores de una segunda variante probablemente
patogénica en JUP (p.Thr19lle).

En el grupo de familias afectadas de SADS incluidas en este estudio se

ha detectado 1 variante en el gen PKP2:

La variante p.Gly712Arg/q.756480G>A, localizada en el exdén 10 del gen
PKP2 no ha sido previamente descrita ni hay datos de que haya aparecido en
controles sanos. Se han descrito mutaciones en zonas cercanas en la proteina
que contribuyen a la desestabilizacién de la misma (p.Cys796Arg, p.Ser615Phe
y p.Lys654GIn) (Al-Jassar et al., 2013b) y al desarrollo de la patologia. El efecto
de esta variante podria ser similar.

En la familia afectada de SADS incluida en este estudio (familia 27) la

variante no cosegrega con la enfermedad, aunque con los datos aportados por
158



[CAPITULO V]

los software predictores (que la clasifican como causal) y basandonos en el
efecto de las variantes de zonas cercanas podriamos considerarla como la

causa de la patologia en esta familia.

2.1.5. Variantes idenfificadas para los genes que codifican para el PLN y la
LMNA

En el grupo de familias afectadas de MCD incluidas en este estudio se

han detectado 1 variante en el gen PLN y 3 variantes en el gen LMNA:

La variante p.Arg545His/q.22973G>A, localizada en el exén 10 del gen
LMNA no ha sido descrita en la literatura. Sin embargo, fue identificada en el
estudio del exoma completo de mas de 5000 individuos. Hasta el momento ha
sido detectada en heterocigosis en 3 de 4241 sujetos de origen europeo (MAF:
0.0354) y en 0 de 2167 sujetos afro-americanos. No se dan detalles del
fenotipo de estos portadores (Proyecto 5000 Genomas/Exome Variant Server).

Por otro lado, hay otra mutacién de tipo missense que también afecta al
residuo de arginina en posicion 545 pero con cambio a cisteina (Arg545Cys).
Esta mutaciéon ha sido identificada en un paciente con un cuadro severo de
distrofia muscular de Emery-Dreifuss. Aparentemente la mutacion se presenté
"de novo" (no hay otros afectados en la familia y su madre no es portadora).
Este nifio presentaba debilidad muscular humero-peroneal y contractura de los
tendones del codo y de Aquiles (requirié extensidn quirurgica). A los 18 afios
desarroll6 insuficiencia cardiaca. Acabd en silla de ruedas y con escoliosis
marcada. Kander et al. estudiaron las consecuencias funcionales de esta
mutacion demostrando que la variante Arg545Cys producia lobulaciones y
defectos en la estructura nuclear. Se alteraba la organizacién de las 2 proteinas
que componen la membrana interna nuclear lamina A/C y emerina, mostrando
una estructura en panal de abejas en el microscopio electronico. También
sugirieron un impacto en la expresion génica por alteraciones en la distribucién
de la histona trimetilada en la lisina 27 y de la ARN-polimerasa Il fosforilada
(indicadores de los dominios de cromatina inactivos y activos,

respectivamente). Los mioblastos cultivados de un paciente con esta mutacidn
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presentaron un indice elevado de envejecimiento y deficiencias en la formacion
de microtubulos. Los autores concluyen que la mutacion Arg545Cys alteraba
tanto la proliferacién como la diferenciacion de los mioblastos.

En la familia afectada de MCD incluida en este estudio (familia 19), la
variante no parece ser la causa de la patologia. No se ha podido concluir el
estudio de cosegregacidon, y a pesar de que los software predictores la
catalogan como causal.

La variante p.Arg321%/g.21219C>T, localizada en el exén 6 del gen
LMNA ha sido claramente asociada con el desarrollo de patologia en la
literatura internacional. Se han descrito 2 familias europeas de raza caucasica
(Alemania y Dinamarca) con un total de 5 portadores de la mutacion. Solo uno
de los portadores no presentaba hallazgos compatibles con la enfermedad en
el momento del estudio clinico, probablemente debido a penetrancia incompleta
relativa a la edad (mujer de 23 afos). Todos los demas estaban afectados y se
demostré clara cosegregacion de la variante p.Arg321* con el fenotipo en
ambas familias. Ademas, se describen mas de 900 controles sanos negativos
para esta mutacion.

Disponemos datos adicionales de una familia de Leon en la que el caso
indice tiene 52 afos y presenta disfuncion ventricular severa (con ligera
hipertrabeculacion inferolateral, sin cumplir criterios diagndésticos), fibrilacidon
auricular lenta y ACV a los 40 afios; se le implanté un desfibrilador. Su padre
habia fallecido a los 61 anos, pendiente de marcapasos; su tia paterna fallecio
subitamente a los 35 afios y su prima (hija de ésta ultima) ha recibido un
trasplante cardiaco. El caso indice tiene dos hijas gemelas de 20 afnos, ambas
portadoras, asintomaticas, con ecocardiogramas normales.

El fenotipo asociado a esta mutacion es el de MCD, con presencia de
trastornos de conduccion auriculo-ventricular y/o de fibrilacion auricular en
algunos portadores, hallazgo frecuente en pacientes con mutaciones en el gen
LMNA. Es de destacar que, en la mayoria de los casos, no se describen entre
los portadores otros fenotipos extra-cardiacos asociados a mutaciones en este
gen (distrofias musculares, lipodistrofias, progeria, etc.); incluso en la familia de
origen danés se descarto la presencia de alteraciones sub-clinicas del musculo

esquelético por resultados normales del nivel plasmatico de CPK. Unicamente
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en un caso proveniente de Reino Unido, se describe la presencia de miopatia
asociada, pero no disponemos de mas datos fenotipicos sobre el caso indice o
la familia. La edad de diagnostico esta por encima de los 25-30 anos, aunque
hubo un paciente que progreso6 rapidamente con disfuncion ventricular severa y
precisO trasplantarse a los 34 afos. La prevalencia de MS en las familias
descritas es elevada, ocurriendo entre los 38 y 69 afos; uno de estos casos
fallecio a pesar de tener implantado un marcapasos.

Geiger et al. investigaron aspectos funcionales de esta mutacion
analizando biopsias de tejido miocardico y fibroblastos cultivados de pacientes
portadores. Demostraron una reduccion marcada en la cantidad relativa del
transcrito mutado con respecto al salvaje. Esta reduccion drastica estaria
producida por la via de degradacion del ARN mensajero defectuoso (del inglés
"nonsense-mediated mMRNA decay"), que se considera un mecanismo de
vigilancia para prevenir la acumulacion de proteinas truncadas o erroneas
potencialmente perjudiciales. En correspondencia con estos hallazgos, los
autores no detectaron péptidos truncados de lamina A por analisis de Western
Blot en las muestras de pacientes, que en cambio expresaban cantidades
normales del péptido salvaje. Ademas, los estudios por inmuno-histoquimica
demostraron una distribuciéon normal de la lamina A/C y de otras proteinas de la
membrana nuclear, como asi también ausencia de alteraciones en la
distribucion de la cromatina o en la forma del nucleo. Sin embargo, la
sobreexpresion de lamina A mutada en células HelLa provocé alteraciones
mayores en la organizacion de la lamina A, tanto a nivel del nucleo como del
citoplasma. Estos hallazgos sugirieron a los autores que la expresion del alelo
mutado estaba disminuida significativamente pero no completamente abolida, y
que la via de degradacion del ARNm defectuoso no podia prevenir
completamente la sintesis de proteinas truncadas que, aun en pequenas
cantidades, influirian negativamente en las funciones estructurales y/o
reguladoras de la lamina A/C.

La familia afectada de MCD incluida en este estudio solo consta hasta el
momento de un individuo por lo que no podemos hablar de penetrancia ni
cosegregacion con la patologia aunque seguramente la mutacion sea la

responsable de la enfermedad.
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La variante p.Arg225%/g.20132C>T, localizada en el exén 4 del gen
LMNA ha sido referenciada en al menos 6 publicaciones cientificas. Se trata de
una alteracidén que trunca la proteina y que da lugar a enfermedad de
conduccion cardiaca con desarrollo tardio o nulo de MCD. La alteracién
también se ha encontrado en sujetos afectados de MCD de una misma familia
con enfermedad de conduccién progresiva de inicio temprano, disritmias
ventriculares, agrandamiento del VI y disfuncion sistélica con MS o muerte por
insuficiencia cardiaca.

La familia afectada de MCD incluida en este estudio solo consta hasta el
momento de un individuo por lo que no podemos hablar de penetrancia ni
cosegregacion con la patologia, pero consideramos la alteracion como
probablemente causal ya que se trata de un codon stop que trunca la proteina
y ademas en los casos descritos se cataloga como variante patogénica causal.

La variante p.Arg14del/q.15683 15685delAGA, localizada en el exén 2
del gen PLN, ha sido descrita previamente en 32 articulos o comunicaciones.
Esta mutacion ha sido descrita en 111 familias. Hay informacién disponible
acerca de 146 portadores de la mutacion (120 afectados o posiblemente
afectados, 18 no afectados o sanos, 8 sin estudio fenotipico). También
disponemos de informacion acerca de 53 no portadores de la mutacion (52 no
afectados o sanos, 1 sin estudio fenotipico). Ademas se han encontrado 168
familiares sin estudio genético (6 pacientes con posible miocardiopatia dilatada,
42 pacientes con miocardiopatia dilatada, 1 paciente con posible
miocardiopatia dilatada + posible miocardiopatia no compactada-
hipertrabeculacién, 1 paciente con posible miocardiopatia hipertrofica, 1
paciente con miocardiopatia hipertrofica, 1 paciente con extrasistoles
ventriculares frecuentes, 4 pacientes con miocardiopatia arritmogénica, 3
pacientes con posible miocardiopatia arritmogénica, 19 MS por causa
desconocida, 53 no afectados o sanos, 35 sin estudio fenotipico).

Recientemente, la mutacion Arg14del ha sido identificada como
mutaciéon con efecto fundador en hasta el 14% de los casos en una
numerosacohorte de pacientes holandeses con miocardiopatia dilatada o

arritmogénica. Estos ultimos se caracterizaban por ondas T negativas en cara

162



[CAPITULO V]

lateral (V4-V6) y bajos voltajes, diferenciandose de los portadores de
mutaciones desmosomales (onda T negativas en precordiales derechas). En un
caso la Arg14del fue relacionada con miocardiopatia no compactada, pero el
estudio familiar no pudo confirmar esta asociacién. Se ha descrito que la
mutacion tiene una alta penetrancia. La edad promedio de diagndstico fue 44
anos. Los fenotipos mas frecuentes fueron de miocardiopatia dilatada vy
miocardiopatia arritmogénica, con frecuente afectacion del VI.

En la familia afectada de MCD incluida en este estudio (familia 24), la
variante cosegrega con la enfermedad y la consideramos como causal clara de
la patologia, al igual que en los pacientes de varios paises, los cuales
comparten con esta familia caracteristicas clinicas tipicas como la baja
amplitud de los complejos QRS que puede ser una manifestacion temprana de
la enfermedad.
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CONCLUSIONES

1. El estudio mediante secuenciacion directa de los genes DSP, PKP2, DSC2,
DSG2, JUP, PLN y LMNA en nuestra poblacion, llevé a la identificacion de
mutaciones causales o probablemente causales de patologia en un 57,1% de
los casos y a la confirmacion de las alteraciones en los familiares de los

probandos.

2. El porcentaje de identificacion de mutaciones causales o probablemente
causales en el grupo de miocardiopatia arritmogénica fue de 60,0% y en el de

miocardiopatia dilatada de 50,0%.

3. Se identifico una mutacién probablemente causal en el unico paciente del
estudio fallecido de forma subita con autopsia informada como normal (SADS).
La mutaciones en los desmosomas podrian facilitar la aparicion de arritmias
malignas en un corazon sin cardiopatia estructural evidenciable

histologicamente.

4. La utilizacidon de softwares predictores para la evaluacion de la patogenicidad
de las variantes detectadas no siempre es util; se necesita realizar un estudio
de cosegregacion en la correlacion fenotipo-genotipo para determinar la
patogenicidad, pudiendo coincidir esta o no con los resultados de las
herramientas bioinformaticas. En determinados casos la utilidad de los software
puede ser orientativo a la hora de determinar si una alteracién es dafiina o no,
pero hay otros casos en los que el resultado es totalmente contrario a lo que
nos dice el estudio de cosegregacion familiar.

5. Se puede determinar el efecto fundador en familias que comparten una
misma mutacion para poder llegar al antecesor comun y calcular el numero

aproximado de generaciones que han transcurrido desde que se origind la
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mutacion. Los afos estimados que han pasado desde el origen de la mutacién
en DSP p.GIn447* son 673,5 afos.

6. Se ha identificado un gran reordenamiento génico mediante la técnica del
MLPA, lo que nos verifica su utilidad para los casos en los que el estudio
genético familiar convencional por secuenciacion directa es negativo tendiendo

fenotipos que sugieren una alteracion génica.

7. En nuestra cohorte no se han identificado variantes con comportamiento
recesivo en ningun caso, aunque si se sospecha que la presentacion en doble
heterocigosis pueda ser la causa de enfermadad en el 7,1% de los casos (dos
familias).
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ANEXO Il

ESTUDIO FAMILIAR DE MIOCARDIOPATIA ARRITMOGENICA DE
VENTRICULO DERECHO

La miocardiopatia arritmogénica de ventriculo derecho es una enfermedad que
se caracteriza por la desaparicion progresiva de parte del musculo del VD. En
su lugar aparecen pequefas cicatrices y zonas de grasa. Miocardiopatia quiere
decir enfermedad del miocardio (musculo del corazon) y arritmogénica se
refiere a la facilidad con que se producen arritmias o taquicardias. Estas
arritmias, en ocasiones pueden ser graves. Es necesario por tanto realizar
estudios para poner el tratamiento adecuado para prevenir la aparicion de
complicaciones. Al perder musculo del corazén puede aparecer debilidad,
aunque la fuerza que necesita el VD para realizar su funcién es pequefia y no
suele haber insuficiencia cardiaca (la bomba funciona habitualmente bien). El
problema fundamental de esta enfermedad es la aparicion de arritmias o
taquicardias como consecuencia de zonas que quedan irritadas alrededor de
las cicatrices.

La miocardiopatia arritmogénica de VD es una enfermedad rara (posiblemente
afecta a una de cada 10000 personas en nuestra region). La causa de la
enfermedad no es del todo conocida. Se sabe que hay alteraciones en
proteinas necesarias para la union de unas fibras musculares con otras. Existe
un error en un gen que contiene la informacion necesaria para que estas
proteinas se fabriquen en la cantidad o tengan la funcion de anclaje adecuada.
Esta enfermedad puede ser hereditaria en un porcentaje del 30%
aproximadamente. Cuando la enfermedad es hereditaria los afectados pueden
pasarlo a sus hijos con una probabilidad de un 50% (herencia autonémica
dominante). A pesar de ser hereditaria no se desarrolla hasta la adolescencia o
edad adulta joven, con lo que los nifios no suelen tener ninguna alteracion en el
corazoén.

Una persona puede estar afectada y en cambio no tener ningun sintoma, es
necesario, por lo tanto, realizar una exploracion fisica, electrocardiograma vy
ecocardiograma, Holter y en ocasiones resonancia cardiaca para descubrirla.
Esto es importante, porque es posible iniciar un tratamiento precoz que
prevenga de complicaciones.
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Usted o un familiar suyo ha sido diagnosticado de miocardiopatia
arritmogénica de VD. Le ofrecemos la posibilidad de realizar una revision que
consideramos importante no solo para usted, sino también para el resto de su
familia; ya que en caso de descubrir algun familiar con enfermedad es mas
importante realizar un seguimiento de sus descendientes y del resto de
familiares.

La revisidbn consistiria en la elaboracion de una historia clinica
(preguntas sobre sus sintomas y antecedentes clinicos), una exploracion fisica
(auscultacion, etc), un electrocardiograma y un ecocardiograma. Recogeremos
una muestra de sangre para realizacion de estudios bioquimicos y genéticos
sobre esta enfermedad, los datos recogidos seran almacenados en soporte
informatico y se conservara una muestra de sangre congelada para realizar un
posterior analisis.

Para la realizacién de este estudio necesitariamos su consentimiento.
Agradeceriamos rellenara y firmara este documento. El médico firmante se
responsabiliza de la confidencialidad de estos datos y asegura que no seran
utilizados con otro objetivo diferente al que le hemos explicado.

DN e, , desearia formar parte del estudio de esta
enfermedad, segun las condiciones antes sefialadas, y autorizo a los doctores
Maria del Carmen Cerdan y Juan Ramon Gimeno para la realizacion de los
analisis y pruebas oportunas.

Fdo: Fdo:

Fecha: (médico responsable del
estudio)
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ANEXO Il

ESTUDIO FAMILIAR DE MIOCARDIOPATIA DILATADA

La miocardiopatia dilatada es una enfermedad que se caracteriza por una
disminucién de la fuerza del corazon y un aumento de su tamano.
Miocardiopatia quiere decir enfermedad del miocardio (musculo del corazon) y
dilatada se refiere al aumento de tamafio de sus cavidades. En muchas
ocasiones, la miocardiopatia dilatada es consecuencia de una enfermedad de
las arterias que llevan la sangre al musculo cardiaco (cardiopatia isquémica),
otras veces es producida por enfermedades de las valvulas del corazon, y tiene
muchas otras causas; pero casi en la mitad de los pacientes no es posible
identificar ninguna. En estos casos decimos que la enfermedad es idiopatica
(de causa desconocida).

Se ha comprobado que en mas de un 20% de las ocasiones, la miocardiopatia
dilatada idiopatica es una enfermedad familiar, que se puede trasmitir
genéticamente, y aparecer en algun miembro de la familia. En muchas familias
se ha visto que es posible descubrir la enfermedad en sujetos que no
presentan sintomas, mediante una exploracion fisica, electrocardiograma vy
ecocardiograma. Esto es importante, porque es posible iniciar un tratamiento
precoz que retrase la evolucion de la enfermedad y evitar complicaciones
importantes.

Usted o un familiar suyo ha sido diagnosticado de miocardiopatia
dilatada. Le ofrecemos la posibilidad de realizar una revision que consideramos
importante no solo para usted, sino también para el resto de su familia; ya que
en caso de descubrir algun familiar con enfermedad es mas importante realizar
un seguimiento de sus descendientes y del resto de familiares.

La revisidbn consistiria en la elaboracion de una historia clinica
(preguntas sobre sus sintomas y antecedentes clinicos), una exploracion fisica
(auscultacion, etc), un electrocardiograma y un ecocardiograma. Recogeremos
una muestra de sangre para realizacion de estudios bioquimicos y genéticos
sobre esta enfermedad, los datos recogidos seran almacenados en soporte
informatico y se conservara una muestra de sangre congelada para realizar un
posterior analisis.

Para la realizacién de este estudio necesitariamos su consentimiento.
Agradeceriamos rellenara y firmara este documento. El médico firmante se
responsabiliza de la confidencialidad de estos datos y asegura que no seran
utilizados con otro objetivo diferente al que le hemos explicado.
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DNI: e, , desearia formar parte del estudio de esta
enfermedad, segun las condiciones antes sefialadas, y autorizo a los doctores
Maria del Carmen Cerdan y Juan Ramon Gimeno para la realizacion de los
analisis y pruebas oportunas.

Fdo: Fdo:

Fecha: (médico responsable del
estudio)
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ANEXO IV

ESTUDIO FAMILIAR DE MUERTE SUBITA

El 12% de los fallecimientos se producen de forma inesperada y subita, la
mayoria de estas son de origen cardiaco. La muerte cardiaca subita tiene una
incidencia baja en nuestro pais. En mas de la mitad de los casos se produce
por la interrupcion subita de la circulacion de sangre al musculo del corazén
(cese del aporte de glucosa y oxigeno necesarios para la contraccion del
musculo) que en ocasiones llevan al infarto y en otras desencadenan arritmias
malignas que llevan a la muerte. A pesar de que esta es la causa mas
importante en los adultos con factores de riesgo como hipertension, diabetes,
tabaquismo, niveles elevados de colesterol, y obesidad, son otras las causas
mas frecuentes en los individuos jévenes (especialmente los menores de 35
anos).

Algunas enfermedades del musculo cardiaco y algunas enfermedades del
sistema eléctrico del corazdén pueden condicionar la aparicion de arritmias
malignas en los individuos jovenes. La miocardiopatia hipertréfica es la primera
causa de MS en los menores de 35 afos. Hay otras enfermedades del musculo
que aunque mas infrecuentes también pueden causar parada cardiaca como
son la miocardiopatia dilatada y la miocardiopatia arritmogénica de VD. Entre
las enfermedades del sistema eléctrico mas frecuentemente asociadas a MS se
encuentran el sindrome de QT largo y el sindrome de Brugada. En ocasiones
las anomalias congénitas de las arterias coronarias son también causa de
parada cardiaca.

En ocasiones el fallecimiento en estas enfermedades aparece en ausencia de
sintomas previos en una persona aparentemente sana. En un porcentaje que
oscila entre un 20% y un 50% estas enfermedades afectan a varios individuos
en la misma familia y pueden por tanto heredarse. El diagnostico adecuado es
preciso para realizar una correcta valoracion del riesgo y comenzar un
tratamiento preventivo eficaz.

Un familiar suyo ha sufrido un episodio de parada cardiaca posiblemente
como consecuencia de una arritmia maligna relacionada con alguna de estas
enfermedades. Le ofrecemos la posibilidad de realizar una revision que
consideramos importante no solo para usted, sino también para el resto de su
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familia. La revision consistiria en la elaboracién de una historia clinica
(preguntas sobre sus sintomas y antecedentes clinicos), una exploracion fisica
(auscultacion, etc), un electrocardiograma, un ecocardiograma, una prueba de
esfuerzo y un electrocardiograma de 24 horas de duracion (Holter). Es posible
que ademas le aconsejemos la realizacion de una prueba de provocacion con
un farmaco para desenmascarar alteraciones ocultas en el electrocardiograma.
Recogeremos una muestra de sangre para realizacion de estudios bioquimicos
y genéticos sobre esta enfermedad, los datos recogidos seran almacenados en
soporte informatico y se conservara una muestra de sangre congelada para
realizar un posterior analisis.

Para la realizacién de este estudio necesitariamos su consentimiento.
Agradeceriamos rellenara y firmara este documento. El médico firmante se
responsabiliza de la confidencialidad de estos datos y asegura que no seran
utilizados con otro objetivo diferente al que le hemos explicado.

DN e, , desearia formar parte del estudio de esta
enfermedad, segun las condiciones antes sefialadas, y autorizo a los doctores
Javier Lacunza Ruiz y Juan R Gimeno Blanes para la realizacion de los
analisis y pruebas oportunas.

Fdo: Fecha:
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ANEXO VI
Gene
LI S reference PKP2 DSG2 DSP TGFB3  DSC2 P RYR2
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
124 Reference probe 15370-L13762 7qi1
130 DSG2 probe 15483-117323 Exon1
135 DSC2 probe 15484-L17324 Exon1
142 PKP2 probe 05383-L04780 Promoter
143 PKP2 probe 05391-L04788 Exon 8
160 TGFB3 probe 05414-L04824 Exon 1
166 Reference probe 09106-L09165 4q25
172 PKP2 probe 05384-L04781 Exon 1
178 PKP2 probe 05392-104789 Exon 9
183 DSP probe 05418-016572 Exon 5
196 JUP probe 14866-L16530 Exon 2
202 PKP2 probe 05385-117138 Exon 2
207 PKP2 probe 05393-L04730 Exon 10
12 DSP probe 05413-L04829 Exon 7
220 DSG2 probe 15486-117326 Exon 15
232 DSC2 probe 15487-L17327 Exon 7
238 PKP2 probe 05386-L04783 Exon 3
247 DSP probe 14863-L16585 Exon1
256 DSP probe 05420-L.04830 Exon 9
265 TGFB3 probe 05415-L04325 Exon 6
274 Reference probe 05589-L05414 20p12
282 PKP2 probe 05387-L04784 Exon 4
288 PKP2 probe 15483-118632 Exon 6
292 PKP2 probe 05395-104732 Exon 12
301 RYR2 probe 05935-L04837 Exon 3
310 DSP probe 05936104831 Exon 21
319 Reference probe 06552-L06110 5qi3
330 PKP2 probe 05383-L04785 Exon 5
337 PKP2 probe 05396-L04793 Exon 13
352 RYR2 probe 05428-L04838 Exon 97
361 Reference probe 08674-L0856356 9g31
373 DSC2 probe 15489-L17329 Exon 17
381 PKP2 probe 05397-L047%4 Exon 14
391 DSP probe 05423-L04833 Exon 24
400 TGFp3 probe 14865-116589 Exon7
409 Reference probe 05217-L04586 13q12
420 PKP2 probe 05390-L15506 Exon 7
427 PKP2 probe 05411-104321 Exon 4
436 JUP probe 05426-104836 Exon 12
445 Reference probe 14843-L16551 10q26
454 JUP probe 05937-L04835 Exon 9
463 PKP2 probe 05413-104323 Exon 11
481 DSG2 probe 15490-L17330 Exon 6
430 Reference probe 15547-L17402 22q11
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