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Resumen y Abstract IX

Resumen

IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN GENES ASOCIADOS A CANALOPATIAS
HEREDITARIAS MEDIANTE ANALISIS EXOMICO

El estudio de muerte subita cardiaca es muy importante, dada la alta incidencia a nivel
mundial, y en los paises industrializados se ha convertido un problema de salud publica.
Sin embargo, el abordaje de este tipo de muerte no es facil, debido al componente genético
de predisposicion y sobre todo en muertes causas por mutaciones en genes que codifican
para proteinas que constituyen los canales i6nicos (canalopatias). Con el descubrimiento
en los Ultimos afios de genes asociados a este tipo de muerte, se ha recomendado realizar
estudios moleculares que permitan conocer cudles son las bases moleculares y los factores
de riesgo genético de la muerte slbita cardiaca, con fines de llegar a la medicina preventiva
con un apropiado concejo genético. En Colombia el estudio de muerte subita cardiaca se
ha enfocado a los estudios convencionales de patologia forense, sin embargo, en algunas
muertes no es facil diagnosticar la causa de muerte y permanecen en estudio. Lo anterior
lleva a realizar un estudio molecular, para conocer los genes y mutaciones de estos genes
gue ayuden a explicar la causa probable de muerte subita por canalopatias cardiacas. Se
analizan mutaciones en los genes que codifican proteinas para canales i6nicos cardiacos,
mediante el analisis exdmico utilizando la secuenciacion de nueva generacion (NGS). Asi
mismo se realiza un analisis de cambios estructurales en proteinas causadas por dichas
mutaciones. Adicionalmente, se analiza cual es la incidencia de mutaciones de canales

iGnicos en una muestra de casos cuya muerte por patologia esta por determinar.

Palabras clave: Muerte Subita, Canalopatias cardiacas, Analisis exdmico, NGS,
Variantes.
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Abstract

IDENTIFICATION OF MUTATIONS IN GENES ASSOCIATED WITH HEREDITARY
CHANNEL DISEASES THROUGH EXOMIC ANALYSIS

The study of sudden cardiac death is very important, given the high incidence
worldwide, and in industrialized countries it has become a public health problem.
However, the approach to this type of death is not easy, due to the genetic component
of predisposition and especially in deaths caused by mutations in genes that code for
proteins that constitute ion channels (channelopathies). With the discovery in recent
years of genes associated with this type of death, it has been recommended to carry
out molecular studies that allow us to know what are the molecular bases and genetic
risk factors of sudden cardiac death, in order to arrive at preventive medicine with an
appropriate genetic advice. In Colombia, the study of sudden cardiac death has
focused on conventional studies of forensic pathology, however, in some deaths it is
not easy to diagnose the cause of death and they remain under study. This leads to
a molecular study, to know the genes and mutations of these genes that help explain
the probable cause of sudden death due to cardiac channelopathies. Mutations in
genes encoding proteins for cardiac ion channels are analyzed by exome analysis
using next-generation sequencing (NGS). Likewise, an analysis of structural changes
in proteins caused by these mutations is performed. Additionally, it analyzes the
incidence of ion channel mutations in a sample of cases whose death by pathology is

to be determined.

Keywords: Sudden death, Cardiac channelopathies, Exomic analysis, NGS, Variants.



Contenido

XI







Contenido X1

Contenido
Pag.
ST U1 1T o PP UP PRSPPI IX
RSy = W0 L= o [ U1 = L PSSP XV
RSy = W0 L = o] = T XVII
Productos de @St TESIS ......oiiiiiiiiii i XIX
TN (o Yo [ Lo o3 oY o I 1
1. Apoyo al diagnéstico molecular en forense, (genémicay exomica)........c........... 7
00 R 11 o To [F oo o] o FOR TR 7
1.2  ODbjetivo del CapItUlO .......coee e 11
1.3 MaterialeS Y MEIOUOS ......ooiuiiiiiiiiiee ettt e e 12
1.3.1 Seleccion de Casos para Muerte SUbita .............ccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 12
1.3.2 Extraccion y cuantificacion de ADN .........cooiiii i 12
1.3.3 Secuenciacion dirigida HUMINA............coiiiiiiiiiiiie e 12
1.3.4 Preparacion de Drerias ... 13
1.3.5 SECUEBNCIACION. .cceeiiiiiieeieiieeeeeeeee ettt ettt ettt ettt e e e et e e e e e e e e e aaeeees 15
1.4  Analisis integral de [0S datOS .........cooiiiiiiiiiiiiiice e e 15
1.4.1 ANAISIS €N €] IMISEQ .. utveeeeiiieeiiiiiie ettt e e e e eae e 15
1.4.2 Calidad de archivos FASTQ....c..cooiiiiiiiiiie e 16
1.4.3 Algoritmos de alineamientO..........cccovuiiiiiiii i e 17
1.4.4 Llamada de Variantes ...........uciiiiieeiieiiiiiies e e ee ettt e e e e e e e et s s e e e e e e eaeneenns 18
1.4.5 Visualizacion de 10S datOS...........ccevvviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 19
1.4.6 ANOtacion de 1aS VANanteS..........couuvviiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeee et 19
15 RESURAUOS ... 19
1.5.1 Control de calidad.............uuuuuiiiiiieiiiiiicee e 20
1.5.2 Analisis de salida de SECUBNCIA .........cevvveeiiiiiiiiiiieiieeeeieeeeeeeeeeee e 25
1.5.3 Importancia de aplicar mas de un algoritmo de alineacién y llamado de
(22 L= = PP 27
1.5.4 Visualizacion de archivos vcf con el software IGV ..........covvvvvvvvviiiiiiiiiiienn, 28
1.5.5 Anotacién de variantes y seleccion de genes asociados a muerte subita
(o= 1 (0 1= Lo PSS 29
1.5.6 Variantes deteCtadas ...........uuoiiiiieiiiiiiiiiie e 30
1.5.7 Interpretacion de variantes en contexto de los casos y su informacion
complementaria CliNICa-TOrENSE..........uuuuieiiiiiiii e eeeeeenees 33

L4 DHSCUSION .ottt et 45



X|V Identificacion de mutaciones en genes asociados a canalopatias hereditarias mediante andlisis
exoémico

2. Andlisis in silico de genes asociados a canalopatias cardiacas y miocardiopatias

usando la base de datos de Mil ENOMAS .........uvuiiiiiieiiiiiiiicee e e 51
2205 I 10 T [T o1 T | o PRSP 51
2.2 ODJEUIVO ..ottt 52
PG I\ =3 (o T (o] (o o | - UF PSSP 52
P O ST U | = Vo [ L PP PPPPPPPPPP 54
pZ ST 1= o] B ] T o PP PPPPPRP 58

3. Prevalencia de variantes asociadas a canalopatias cardiacas en una muestra

00 o = T o1 > | 62
0 I 10 T [T o1 T | o PP 62
T2 @ ] o T=3 1Y/ o TSR 64
R |V =1 (e (o] (o I T- U TP TP PPPPPPPP 64
3.4 ReSUItAdOS Y DISCUSION .......uuiiiiiieiiiiiiiiee ettt e e e e e e eeaaeeas 64

4. Andlisis funcional de variantes encontradas ..........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 80
ot I o1 (o o (U T od T o 80
N @ ] o] = 111 o TSR 81
LB I \Y 1= (o]0 (o] (0] | T- ISR 81

4.3.1 Prediccién de Patogenicidad de Variantes ............ccccceeeeeeeeeeeee e, 81
4.3.2 Prediccion del impacto SNP en la estabilidad de la proteina............cccccceeenns 82
4.3.3 Andlisis de especificidad gendmica por ShinyGO .........cccoeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeinnns 83
4.3.4 Efecto de la mutacion en la estructura 3D de la proteina............ccccvveeeieeennnns 83
4.3.5 Andlisis de Interaccion proteina-proteina y redes funcionales ......................... 84
4.4 ResUltadoS Y DISCUSION........uuiii et e e e e e e e 84
4.4.1 Prediccion del impacto de SNP en la estabilidad de proteinas ........................ 87
4.4.2 Andlisis de interaccion proteina-proteina..........ccccceeviiiiiiiiieeieee e 104

B CONCIUSIONES ... 109

5.1 Conclusiones Apoyo al diagndstico molecular forense...........cccccvvvvvvvvviiieennnn., 109
5.2 Conclusiones del AnAliSis iN SIlICO ..........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiieraanaaes 110
5.3 Conclusiones Prevalencia de variantes asociadas a canalopatias cardiacas y
[ga]Teor= o o] o= L1 = T T PP SRTTTPP 111
5.4 Conclusiones del analisis funcional ..............cccccuueuieiiiiiiiiiiiii, 112

6. Limitantes en el estudio, perspectivas futuras y consideraciones éticas ....... 113
6.1  Limitantes €N €l @StUIO.........uiiiii i 113
6.2  PerspecCtivas TULUIAS.........cuuuiiiii e e e e e e e 114
6.3 CONSIAEracioN@S GLICAS ......cvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiie ettt 115

T T o1 Yo = U= 116
AANBXOS. . ettt ettt e et et e et et et h e e e era e e eera e aenraaaaee 157



Contenido XV

Lista de figuras

Pag.
Figura 1.1 Flujo de trabajo del panel TruSigt One SequeNCINg..............uuvvrrremmemmmmmmnnnnnnnns 193
Figura 1.2. Resultados Sequence ANAlYSIS VIEWET ...........uuuuuuurumummmmmneiiininnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnes 20
Figura 1.3. Revisién de calidad de los datos crudos con el software FasQC................... 21
Figura 1.4. Contenido de guanina, citocina y niveles de duplicacién por secuencia ........ 22
Figura 1.5. Andlisis de duplicacion con fastp...........couiiiiiiieeiiiccee e 23
Figura 1.6. Estimacion del tamafio del inserto con fastp.........ccccvvviiiiiieiiiieeniiiiieeeeen 24
Figura 1.7. Calidad del red antes y después del filtro con fastp..........ccccceeeeeiiiiiiiiiiennnnnn. 24
Figura 1.8. Contenido de bases del redl antes y después del filtro con fastp.................. 25
Figura 1.9. Calidad del red2 antes y después del filtro con fastp........ccccceeeeiiiiiiiiiiennnnnn. 26
Figura 1.10. Contenido de bases del red2 antes y después del filtro con fastp................ 27

Figura 1.11. Cobertura con los algoritmos de alineamiento jError! Marcador no definido.
Figura 1.12. Diagrama de venn de comparacion del llamado de variantes por cada uno de

los algoritmos de aliNEaMIENTO ...........cuiiiiiii e e 28
Figura 1.13. Diagrama de venn comparacion de Algoritmos de alineamiento utilizados
durante el analisis de 10S datos ............coevvvviiviiiiiiiieeiiie, iError! Marcador no definido.
Figura 1.14. Vista de las secuencias de genes con IGV ...........vviieeiiiieiiiieiiiiiie e, 29
Figura 2.1 Pipeline utilizado para el andlisis de la informacion de la base de datos de mil

0 T2 T 0= T 3 53
Figura 2.2. Numero de individuos con variantes por gen en las poblaciones de los 1000

[0 [T L0 T3 0= T PP 55

Figura 2.3. Variantes asociadas a diferentes enfermedades, eje Y: muestra las
miocardiopatias y canalopatias, en el eje X: las variantes asociadas a las enfermedades
en cada una de 1as pPobIaCIONES. .........uuiii i 56
Figura 2.4 Prediccion in silico, para la patogenicidad. En el eje Y se muestra el nivel de
patogenicidad y en el eje X el nUmero de variantes con cada uno de los predictores de

o1 (oTo [=T g1 od T F=To FARu USRI 57
Figura 3.1 Rango de edades por genero de las muestras analizadas ................cccceuveees 64
Figura 3.2 Perdida alélica de las variantes analizadas, el color negro denota perdida

21 1<] [ Lo N iError! Marcador no definido.
Figura 3.3 Distribucion de las variantes tipificadas para cada uno de los individuos

=T =1 2= Vo [0 1SR 65

Figura 3.4 Estimacion del desequilibrio de ligamiento mediante el software TASSEL v5
........................................................................................... iError! Marcador no definido.
Figura 3.5 Porcentaje de significancia clinica de las variantes tipificadas que pasaron los
1LY 01 R 72


file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487762
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487763
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487764
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487765
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487766
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487767
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487768
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487769
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487770
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487771
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487772
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487772
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487774
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487775
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487775
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487776
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487776

XV| Identificacion de mutaciones en genes asociados a canalopatias hereditarias mediante andlisis

exoémico
Figura 3.6 Fenotipos de las diferentes variantes encontradas en la presente tesis. ........ 75
Figura 3.7 Numero de variantes detectadas POr geN ......cc.ccevviveiiiiiiiie e e e 76
Figura 3.8 Comparacion de frecuencias genotipicas entre los resultados obtenidos del
analisis in silico y las obtenidas en la presente tesis. ..........cccvieeeiieeiiiiiiiiiiie e, 78

Figura 4.1 Comparacion de los genes AKAP9, ANK2, ANK3, ANKRD1, CACNA1C,
CACNB2, CASQ2, CAV3, CTNNA3, DSG2, DSP, KCND3, KCNE3, KCNH2, KCNJ5,
KCNQ1, MYBPC3, NOS1AP, PRDM16, RYR2, SCN10A, SCN4B, SCN5A, SLMAP,
SNTA1, TMEM43, TNNT2, TPM1, TRDN, TRPMP4 y TTN con el resto de genes del
genoma. Se ejecutaron pruebas de chi-cuadrado y t de Student para ver si los genes
tienen caracteristicas especiales en comparacion con todos los demas genes: a)
distribucion de las longitudes de UTRs, b) distribucion de los genes estudiados, en

(ofo] 19 oL U= o o] g W oo ] g =1 Wo [T o o] 1 4= VAU 97
Figura 4.2 Enriquecimiento procesos biolégicos en terminos de GO para los genes
AKAP9, ANK2, ANK3, ANKRD1, CACNA1C, CACNB2, CASQ2, CAV3, CTNNA3, DSG2,
DSP, KCND3, KCNE3, KCNH2, KCNJ5, KCNQ1, MYBPC3, NOS1AP, PRDM16, RYR2,
SCN10A, SCN4B, SCN5A, SLMAP, SNTA1, TMEM43, TNNT2, TPM1, TRDN, TRPMP4 y
TTN (p = 0.05), a) el gradiente de color representa los valores ajustados y las diferencias
en el tamafio de las burbujas se correlacionan con el factor de enriquecimiento; b) arbol
de agrupamiento jerarquico, los términos GO relacionados se agrupan segun la cantidad
de genes que comparten. Los puntos mas grandes indican valores de p mas

SIGNITICALIVOS. ... 98
Figura 4.3 Redes de interaccién de los genes estudiados a) componente biolégico, b)
componente celular y c) componente molecular. ... 99

Figura 4.4. Figura 2.3 Ruta KEGG significativa para a) miocardiopatia arritmogénica del
ventriculo derecho (ARVC), b) miocardiopatia dilatada (DM), ¢) miocardiopatia
hipertréfica (HCM) y d) contraccion del musculo cardiaco. Los genes de interés estan
(1T r= (o [0 1SN =T o I o] [0 PO UURPPPPRPPIN 100
Figura 4.5 Primer plano para las variantes patogénicas de los genes TTN, MYPC3,
TRPM4, KCND3, CTNA3 y KCNH2 genes. La proteina es gris, las cadenas laterales de
los residuos de tipo salvaje color verde y mutantes de color rojo............ccevvciiiiieeiiiennn. 102
Figura 4.6 Red funcional de los genes TRDN, TTN, CAV3, DSP, DSG2, TRPM4, AKAP9,
ANKS, ANK2, CACNALC, MYBPC3, KCND3 y KCNH2 con tres clusteres: clister 1 (rojo),
claster 2 (verde) Y CIUSIEr 3 (AZUI)......uvuuiii i e 105
Figura 4.7 Red de interaccion los genes AKAP9, ANK2, ANK3, ANKRD1, CACNALC,
CACNB2, CASQ2, CAV3, CTNNA3, DSG2, DSP, KCND3, KCNE3, KCNH2, KCNJ5,
KCNQ1, MYBPC3, NOS1AP, PRDM16, RYR2, SCN10A, SCN4B, SCN5A, SLMAP,
SNTAL, TMEM43, TNNT2, TPM1, TRDN, TRPMP4 y TTN, con otros genes................ 106


file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487787
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487787
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487787
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487787
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487787
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487787
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487787
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487787
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487788
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487788
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487788
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487788
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487788
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487788
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487788
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487788
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487788
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487789
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487789
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487790
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487790
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487790
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487790
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487793
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487793
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487793
file:///F:/PhD_Tesis-JAA-2023-01-30.docx%23_Toc135487793

Contenido XVII

Lista de tablas

Pag.
Tabla 1 1. Reporte analisiS CON FaSIP .......cooviiiiiiiii e 23
Tabla 1.2. Variantes seleccionadas para analisis acorde a las frecuencias poblacionales
CON MAF S 0.05 . et e e e e e e e e et e e e e e e e e e s s e aa e e aaaaeeeaaannrrees 30

Tabla 1.3. Significado clinico de las variantes encontradas en cada uno de los casos....31
Tabla 1.4. Lista de SNPS analizados por SIFT, PolyPhen2, Mutation Taster, LRT,
Mutation Assesor, FATHMM, MetaSVM, RadialSVM, LR, CADD, GERP++, PhyloP y

IS 0P EPPR PP 32
Tabla 2 1. Numero de variantes encontradas en los genes asociados a cardiomiopatias y
canalopatias en la base de datos de los mil genomas...........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiie e, 54
Tabla 2.2. Significancia clinica de las variantes priorizadas............cccccceevviiiiiiiiiiiiieeennnns 58
Tabla 2.3. Variantes patogénicas con frecuencias menores a las minimas por super
[010] o] F= ol To ] o PR PP PUP PR 59

Tabla 3.2. Estimacion de haplotipos para las variantes: rs1814964, rs3741315,

rs7124127, rs743547, mediante la libreria haplo.em en R.........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiinns 66
Tabla 3.3. Variantes seleccionadas para analisis acorde a las frecuencias poblacionales
CON MAF S 0.0, oo e e et a et e e e e e et ettt e e e e e e e eeneann s 69

Tabla 3.4. Significado clinico de las variantes encontradas en cada uno de los casos....70
Tabla 3.5. Prediccion de patogenicidad con los predictores por SIFT, PolyPhen2, Mutation
Taster, LRT, Mutation Assesor, FATHMM, MetaSVM, RadialSVM, LR, CADD, GERP++,

PRYIOP ¥ SIPRY. ... e e e et eaaaaaaaae 71

Tabla 4 1. Lista de variantes analizadas por SIFT, PolyPhen2, Mutation Taster, LRT,
Mutation Assesor, FATHMM, MetaSVM, RadialSVM, LR, CADD, GERP++, PhyloP y

Tabla 4 2. Estabilidad proteica de los SNP por I-Mutant 3.0 y Mupro: MUpro: predice que
la mutacion podria desestabilizar relativamente la proteina 0 no. Puntuacion menor que
cero, significa que la sustitucion disminuye la estabilidad de la proteina. Por el contrario,
la puntuacion >0 significa que la mutacion aumenta la estabilidad de la proteina. I-
Mutante: predice si una mutacion puntual estabiliza o desestabiliza la estructura de la
proteina nativa en funcion del cambio de energia libre (AAG). ...........eevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 87



XVI| ldentificacion de mutaciones en genes asociados a canalopatias hereditarias mediante andlisis
exoémico

Tabla 4 3. Prediccion estabilidad de las proteinas con MutPred?2 para las variantes de los

genes KCNH2, ANK3, TTN, CTDSPZ2 Yy CAV3... .ttt 90
Tabla 4 4. Enriquecimiento biol6gico ShINYGO.............eiiiiiiiiiiiiiiiieee e 95
Tabla 4 5. Enriquecimiento molecular ShinyGO. ............ccccciiiiiiiiiiiece e, 96



Contenido XIX

Productos de esta tesis

= Joseph Alape Ariza, Arbey Hernan Medina Rocha, Rodrigo Cabrera Pérez, Clara
Isabel Bermudez-Santana, Next-generation sequencing of postmortem molecular
markers to support for medicolegal autopsy, Forensic Science International:
Reports, Volume 6, 2022, 100300, ISSN 2665-9107,
https://doi.org/10.1016/j.fsir.2022.100300.
(https:/lwww.sciencedirect.com/science/article/pii/S2665910722000469).

= Presentacién “Apoyo de la NGS en autopsias médico legales en el Instituto Nacional
de Medicina Legal y Ciencias Forenses de Colombia) en el marco de las Xl
Jornadas Latinoamericanas de Genética Forense. Tecnolégico de Antioquia.
Medellin, 21 de septiembre de 2022.

= Alape JA, et al. Retrospective Molecular Analysis in Five Cases Probably
Associated with Sudden Death the National Institute of Legal Medicine and Forensic
Sciences of Colombia. Int J Forens Sci 2023, 8(2): 000304. DOI: 10.23880/ijfsc-
16000304

= [nternational Research Awards of Science, Health and Engineering SHE 2022
Awards Certificate of Excellence ID No. 8429. Best Researcher Award. 2nd Dec
2022. Science Father is a trademark of Scifax company (reg. No. 1306116),
Approved and Registered by Ministry of Corporate Affairs (MCA), Govt. of India.

» Pasantia internacional de investigacion desde el 1 de noviembre de 2017 al 3 de
mayo de 2018 en la Unidad de Bioinformatica del Instituto Institut Pasteur de
Montevideo, Uruguay, bajo la direccion del Dr. Hugo Naya email:

blakngu@gmail.com



XX Identificacion de mutaciones en genes asociados a canalopatias hereditarias mediante andlisis
exoémico




Introduccioén

La muerte subita (MS), se considera a aquella muerte natural, que tiene lugar de manera
rapida e inesperada en individuos aparentemente sanos, la perdida de las funciones vitales
puede ocurrir en un intervalo de tiempo corto o de forma instantanea desde que se
presentan los sintomas y que pueden ir de 15 minutos a 24 horas, aunque el intervalo mas
utilizado es el de 1 hora y 6 horas (Anderson Re, et al. 1994; Shen W et al.,1995;
Liberthson RR., 1996; Neuspiel DR and Kuller LH., 1996).

En la practica clinica, la causa mas frecuente de MS es la de origen cardiovascular (muerte
subita cardiaca (MSC)), es una de las mayores causas de mortalidad en la poblacion
general, representa alrededor de un 20% de causa de muerte en paises industrializados
(Markwert et al., 2020), lo que la ha convertido un problema de salud publica dada la alta
incidencia a nivel mundial en personas jovenes (O’'Mahony C. et al., 2019), por tal motivo
se han realizado diferentes investigaciones para desarrollar métodos de estratificacion del
riesgo, dirigidos a identificar los individuos con mayor riesgo de MSC y encontrar
intervenciones terapéutica y de prevencién. Hasta el momento, la estratificacion del riesgo
ha girado principalmente en torno a los indicadores clinicos para mayor riesgo (Brudaga et
al., 1998; Schwartz PJ, et al., 2001; Fadel S., et al. 2020; Wie J., et al. 2021).

Si bien, en los Ultimos afos el abordaje de la MS ha contado con el desarrollo protocolos
patol6gicos estandarizados, encaminados a determinar la correcta causa de la muerte, que
incluye el analisis de datos clinicos antemortem, la inspeccion de la escena en que se
produjo la muerte, autopsia con diseccion de los érganos mas importantes (cerebro,
corazon, pulmones, higado y rifiones), ensayos toxicolégicos, cultivos microbiologicos y
pruebas de deteccion metabdlica en recién nacidos (Yingying T., et al., 2014), y teniendo
cuenta que, aunque la mayoria de los episodios arritmicos se presentan en corazones con
anomalias estructurales, se ha identificado que de un 15 al 20% de los casos de MSC
ocurre en corazones estructuralmente normales (Chung SS, et al., 2008; Bezzina et al.,
2015; Fadel S. et al., 2020).
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Pese a los protocolos estandarizados, en algunos casos no se puede llegar a determinar
la causa de la muerte, lo que sugiere que estas muertes tienen una alta probabilidad de
haber sido causada por una arritmia cardiaca de tipo canalopatia (Ackerman, MJ et al.,
2011) que no puede ser detectada durante la autopsia.

Con la introduccién de metodologias de genética y biologia molecular en los ultimos 30
afios, se han logrado avances significativos en el conocimiento de los factores genéticos
gue predisponen a la MSC, encontrando mdltiples mutaciones causantes de trastornos
arritmicos, que podrian desencadenar la MS en corazones estructuralmente normales
(canalopatias), como en corazones con anomalia estructural (Bezzina et al., 2015, Fadel
S. et al., 2020).

Con los estudios genéticos de MSC, se ha logrado identificar mutaciones en genes
codificantes en cuatro familias de proteinas: sarcoméricas (asociada a cardiomiopatia
hipertrofica (Geisterfer-Lowrance AA.T., et al.,, 1999)), citoesqueléticas (asociada a
miocardiopatia dilatada (Burkett EL, Hershberger RE. 2005)), desmosomicas (asociadas a
displasia arritmogénica de ventriculo derecho (Tomé, EM., et al., 2004)) y canales iénicos
(asociadas a enfermedades eléctricas, como el sindrome QT largo (SQTL (Zipes et al.,
2006)), Sindrome QT corto (SQTC Priori, SG., et al., 2005), sindrome de Brudaga (SBr
(Brugada P. and Brugada J. 1992)), Taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica
(TVPC (Priori SG., et al., 2001) y Sindrome de Repolarizacion Precoz y Fibrilacion
Ventricular Idiopatica (SRPyFVI (Valdivia CR., et al., 2010), en el avance inicial del estudio

de estas enfermedades se logré establecer la base genética de herencia mendeliana.

Con referencia, a mutaciones en los canales idnicos (canalopatias), presentan un patrén
de herencia mendeliana con diversos grados de penetrancia y expresividad variable de la
enfermedad (Priori SG, et al., 2013), convirtiéndolas en enfermedades complejas,
incentivando el avance en pruebas moleculares que permitan comprender la amplitud y
profundidad de las enfermedades cardiacas. Estos descubrimientos han afectado
directamente el abordaje de las autopsias subitas por parte de los patélogos (Ackerman,
MJ et al., 2011; O’'Mahony C. et al., 2019).
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Adicionalmente, la MSC presenta una alta heterogeneidad genética y pleiotropismo por
ello, el diagndstico molecular se ha convertido en especial utilidad en la investigacion de
MSC, no solo para dilucidar la causa de muerte, si no, para identificar factores de riesgo
debido a que este tipo de enfermedades tienen una base familiar, de origen genético que
pueden ser monogénicas y autosémicas dominantes, recesivas, ligadas al sexo, etc., y la
autopsia puede ser la Unica posibilidad de que una familia pueda ser remitida a un hospital
de cardiologia para que reciba el apropiado consejo genético (Basso C., et al., 2008; Priori
SG,, et al., 2009; Tester DJ and Akerman MJ, 2011; Priori SG., et al., 2013; O’Mahony C.
et al., 2019).

Otro factor importante que ha resultado de los estudios realizados a la fecha, es que los
canales i6nicos pueden funcionar como partes de grandes complejos de macromoléculas
gue desempefian papeles cruciales de transcripcion, traduccion, modificacién
postraduccional, degradacién de todos los canales iénicos cardiacos, entre otros, y por ello
la comprensién de la estructura y sefializacién dinamica de los ensambles multiproteinicos
son vitales para comprender la funcion del corazén durante los procesos de la enfermedad
(Hugues A., et al., 2015; Tsao CW, et al 2022) y el analisis del exdma puede ayudar a
dilucidar algunos de estos aspectos que pueden modificar dominios en las proteinas de
estos canales que puedan ocasionar cierta patogenicidad.

Sin embargo, también se encontraron con enfermedades a las cuales no se les podia
descifrar su base genética, convirtiéndolas en enfermedades de herencia compleja, por lo
cual, en los ultimos 10 afios con el desarrollado de la secuenciacion masiva (NGS), que
permite secuenciar el genoma completo y el exdma, para este Ultimo, es decir analizar la
totalidad de los genes de un individuo, resulta ser una metodologia muy importante para el
analisis de enfermedades complejas como la diabetes, el cancer, las enfermedades de

origen cardiaco (canalopatias) asociadas a MSC, entre otras.

Teniendo en cuenta el Manual para la practica de autopsias médico-legales del Instituto
Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses del afio 2000. Se presentan cuatro tipos
de muertes:

Casos tipo |I. Muertes sin historia de intervencidén de agente externo: natural

En algunos casos se requiere estudiar aspectos del diagnéstico, evolucion o tratamiento

del paciente, por lo que resulta conveniente efectuar una autopsia clinica.
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En las muertes subitas, habitualmente se solicita necropsia médico-legal ante la

imposibilidad de certificacion médica o porque las circunstancias puedan ser sospechosas.

Casos tipo Il. Muertes con historia de intervencion no intencional de un agente externo:
accidental.

Casos tipo lll. Muertes potencial o ciertamente intencionales, con historia de intervencién
de un ser humano, cuando el responsable es también la victima: suicidio.

Casos tipo IV. Muertes potencial o ciertamente intencionales, con historia de intervencién
de un ser humano, cuando el responsable es un tercero: casos sospechosos o ciertamente

homicidios.

Se considera manera _de muerte aun no clasificada, cuando a pesar de una completa

investigacion de las circunstancias alrededor de ella, del examen postmortem y de pruebas
de laboratorio apropiadas, no hay informacion suficiente para clasificarla como homicidio,

suicidio, accidental o natural.

En Colombia las autopsias médico-legales estan reglamentadas por el decreto numero
0786 de 1990: Por el cual se reglamenta parcialmente el titulo IX de la ley 09 de 1979, en
cuanto a la practica de autopsias clinicas y medico -legales, asi como viscerotomias y se
dictan otras disposiciones.

En el capitulo 11l (de las autopsias medico-legales, compilado en el articulo 2.8.9.5 del
Decreto Reglamentario 780 de 2016 (articulo 4.1.1): objetivos de Autopsias Medico

Legales: a) Establecer las causas de la muerte, la existencia de patologias asociadas y

otras particularidades del individuo y su medio ambiente.

En Colombia, no hay reportes de estudios de epidemiologia genética sobre la incidencia
de las enfermedades cardiacas tipo canalopatias y su asociacion en con los casos de MSC
gue llegan al Instituto de Medicina Legal y Ciencias Forenses, esto deja un gran vacio en
el conocimiento de cuales y en qué proporcion se presentan las mutaciones en genes

candidatos asociados a canalopatias en la poblacion colombiana.

Hipotesis de trabajo:
e Colombia al estar constituida por varios grupos étnicos presenta una alta variacion

genética por lo cual, es posible encontrar mediante el analisis exdmico nuevas
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variantes o genes candidatos que incrementen la susceptibilidad a presentar MSC
en la poblacién.

e Si se asume el modelo de variante-comun enfermedad-comudn, en el que las
variantes genéticas frecuentes en la poblacién constituyen factores de riesgo del
desarrollo canalopatias, variantes comunes en genes reportados en otras
poblaciones, podrian constituir factores de susceptibilidad de la enfermedad en la

poblacién colombiana.

Teniendo en cuenta lo anterior, esta tesis doctoral:

El primer capitulo, tiene como objetivo identificar grupos de genes que posiblemente estén
asociados a canalopatias, mediante el analisis completo del exdma en personas fallecidas
por muerte subita con resultados toxicoldgicos negativos, esto revisando, analizando y
seleccionando los protocolos de necropsia de los casos, con la colaboracion del grupo de
patologia forense del Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses.

El segundo capitulo, el objetivo es analizar genes asociados a miocardiopatias y
canalopatias cardiacas en la base de datos de los mil genomas
(http://www.internationalgenome.org/), describir las frecuencias de variantes en los
diferentes grupos poblacionales, incluyendo la poblacién colombiana, e investigar el patrén

de patogenicidad que pueden tener.

El tercer capitulo, el objetivo consistira en determinar de forma indirecta la prevalencia
genética de canalopatias a partir de casos de muerte subita mediante el analisis de
distribucion de variantes identificadas por el estudio exémico, asi como las reportadas en

otras poblaciones.

El cuarto capitulo, el objetivo es caracterizar funcionalmente las mutaciones de los genes
gue se encuentren en el andlisis exomico de personas fallecidas por muerte subita

cardiaca.






1. Apoyo al diagnéstico molecular en forense,
(genémica y exébmica)

1.1 Introduccién

La MSC es aquella que ocurre dentro de la primera hora del inicio de los sintomas, que
ocurre en pacientes encontrados muertos dentro de las 24 horas de estar asintomaticos y
presumiblemente debido a una arritmia cardiaca o una catastrofe hemodinamica (Morini et
al., 2015; Al-Khatib S. et al. 2018). Para el afio 2022 American Heart Association, reporta
gue en Estados Unidos se presentan alrededor de 356 mil paros cardiacos por afio y que
en un 90% de ellos son fatales y que después de ser dados de alta la tasa de supervivencia
es del 10% (Tsao CW, et al 2022).

La MSC, puede ser de origen estructural (Ackerman, MJ et al., 2011) o debido a arritmias
por alteraciones funcionales de los canales iénicos o proteinas asociadas a estos, en las
células cardiacas (Kaltman JR, et al., 2011; Tester DJ, et al., 2011)

Se ha reportado que las causas de MSC de origen estructural varia en los diferentes cortes
de edad; Para personas mayores la enfermedad de arterias coronarias y cardiomiopatias
(miocardiopatia hipertréfica (MCH), la miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho
(ARVC), la miocardiopatia restrictiva (RCM), la miocardiopatia dilatada (DCM) y la no
compactacion del ventriculo izquierdo (LVNC)) representan més del 85%, mientras que
para menores de 35 afios representan el 40% con respecto al total de la poblacion.
(Ackerman, MJ et al., 2011; O’'Mahony C. et al., 2019; Markwert et al., 2020).

El componente genético de estas enfermedades cubre un gran espectro de genes causales
establecidos, genes causales probables y genes asociados con la enfermedad (Marian and
Braunwal, 2017).
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En diferentes estudios de cohorte de casos se han identificado variantes patogénicas en
los genes: TRIM63 y TTN (titina) (Chen et al., 2012, Friedrich et al., 2012; Kimura 2016),
MYH7 (B-miosina), MYBP3 (miosina proteina c), TNNT2 (troponina T cardiaca), TNNTI3
(troponina cardiaca ), TPM1 (a-tropomiosina), ACTC1 (a-actina cardiaca) , MYL2 (cadena
ligera de miosina reguladora), MYL3 (cadena ligera de miosina esencial), CSRP3 (proteina
3rica en cisteina y glicina) (Thierfelder et al., 1994; Poetter et al., 1996; Kimura et al., 1997;
Mogensen et al., 1999; Erdmann et al., 2003; Richar et al., 2003; Geier et al., 2008; Kaski
et al., 2009; Millat et al., 2010).

La heredabilidad de estas cardiopatias causadas por variantes comunes (Nikpay et al.,
2015) y variantes raras se estima que oscila entre el 38 % y el 50 % a través de multiples
estudios (Won et al., 2015).

La MSC por mecanismos arritmogénicos (trastornos eléctricos primarios), se presentan en
personas menores de 40 afios y se estima una prevalencia en 5 < en 10.000, son
hereditarios de penetrancia incompleta y pueden provocar arritmias potencialmente letales
(Campuzano O., et al. 2015; Fadel S., et al. 2020; Wie J., et al. 2021). Los mas comunes
son: el sindrome de QT largo (SQTS), el sindrome de QT corto (SQTS), el sindrome de
Brugada (BrS) y la taquicardia ventricular polimoérfica catecolaminérgica (CPVT), son los
MAas comunes, que se caracterizan por sus anomalias especificas del ECG (Bezzina et al.,
2015, Fadel S. et al., 2020).

El SQTL, se identifica con frecuencia en la infancia, que se caracteriza por la prolongacion
del intervalo QT asociada con el sincope, lo que resulta en MSC. Se han asociado 15 genes

con el SQTL, se cree que se heredan principalmente en patrones autosdémicos dominantes.

Variantes patogénicas de pérdida de funciéon (LoF) en los genes KCNQ1 (Wang et al.,
1996) KCNH2 (Curan et al., 1995); otros genes relacionados a las subunidades de los
canales ionicos: KCNE1, KCNJ5, HCNE2, SCN4B y a factores reguladores: incluidos
NOS1AP, AKAP9, CAV3, ANKB, SNT1, CALM1 y CALM2 (Crotti et al., 2009; CroBoczek
N, et al., 2013; Moira JG et al., 2014; Bezzina et al., 2015).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/heritability
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El SQTS, generalmente tiene un intervalo QT corto en el ECG. La distribucion extrema del
intervalo QT (podria ser mas largo o mas corto) resalta el hecho de que el trastorno es
arritmogénico. Se han encontrado variantes patogénicas en los genes KCNH2, KCNQ1 y
KCNJ2 son de ganancia de funcién, que lleva a una repolarizacién cardiaca mas corta
(Bellocq et al., 2004; Brugada et al., 2004, Priori et al., 2005). Otras subunidades en los
canales de calcio (CaVv1l.2 L) CACNALC y CACNB2 (Deo et al., 2013) también se han

asociado al SQTS. Estos genes de calcio también estan relacionados con el SBr.

El SBr es otro trastorno eléctrico, se asocia con el sincope y paro cardiaco y generalmente
ocurre durante el suefio o el reposo (Watanabe et al., 2008; Priori et al., 2013). Ademas de
los genes de calcio, estan asociados algunos canales de sodio y proteinas asociadas a los
canales de calcio: SCN1B, SCN3B y GPD1L (Van Norstrand et al., 2007; Watanabe et al.,
2008), proteinas del canal de potasio: KCND3, KCNE3 y KCNJ8 (Samuel Ch., et al., 2017)

La CPVT, un sindrome de arritmia hereditaria altamente maligna, las mutaciones en los
genes RYR2 y Calsequestrin 2 (CASQ2) explican la mayoria de los casos (Laitinen et al.,
2001, Priori et al., 2001). RYR2 de herencia autosomica dominante, mientras que CASQ2
es autosémica recesiva menos comun pero mas grave de CPVT (Lahat et al., 2001).

Los diferentes tipos y la ubicacion de las variantes patogénicas estan muy correlacionados
con la gravedad del defecto, lo que afecta la gravedad de la enfermedad en estos
sindromes (Fadel S. et al., 2020).

Las muertes subitas no cardiacas (SNCD) también representan al menos el 20% de los
casos de muerte subita en total. Los genes que estan asociados con SUDEP provienen
principalmente de vias de canales dependientes de voltaje de sodio y potasio. Estos genes
incluyen SCN1A, SCN2A, SCN5A, SCN8A, KCNA1, KCNQ1, KCNH2 y DEPDCS6 (Leu et
al., 2015, Colll et al., 2019; Manolis et al., 2019). Las variantes patogénicas en SCN5A
también causan DCM, una causa principal de MSC. Se observan patrones genéticos
poligénicos en estos casos de SUDEP, lo que indica que los efectos de combinacion gen-

gen pueden agravar el riesgo de SUDEP (Colll et al., 2019).

La secuenciaciéon de proxima generacion (NGS) se ha utlizado ampliamente para

comprender los factores genéticos de las enfermedades graves del desarrollo, como el
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cancer, las malformaciones congénitas y los trastornos neuroldgicos, como el trastorno del
espectro autista (TEA) (Luthra et al., 2015, Byers et al., 2016, Surrey et al., 2019).

Sin embargo, el uso de la tecnologia NGS para investigar el riesgo de muerte subita es
insuficiente. Una revision reciente sefialé que los datos publicados sobre los métodos NGS
y el diagndstico de muerte subita cardiaca aun son limitados (Morini et al., 2015).). Esto
podria deberse a la complejidad de la interaccidén genética y el entorno de muerte subita,
lo que hace que una sola prueba genética no pueda dar una imagen completa de la misma.

Los paneles de genes para el estudio de estas enfermedades, pueden variar de decenas
a miles de genes y son la prueba preferida cuando se sospecha una afeccion especifica o
un grupo de enfermedades. De hecho, los paneles de genes generalmente se seleccionan
entre genes previamente asociados con un fenotipo particular ("lista de genes de
enfermedades centrales"). Este enfoque tiene como objetivo maximizar la sensibilidad, la

especificidad y la cobertura de los genes seleccionados (Adams D.R. and Eng C.M. 2018).

En el caso de un fenotipo menos claro, como en SUDEP, los paneles de genes son amplios,
y con WES puede mostrar un mayor rendimiento diagnéstico. La decisién sobre qué genes
incluir en el panel es potestad de cada laboratorio (Adams D.R. and Eng C.M. 2018). Los
estudios de MSC comunmente incluyen genes asociados con canalopatias y

cardiomiopatias, con un panel de genes menor (Lahrouchi N., et al. 2017).

La implementacion de la NGS para el analisis de casos asociados a MSC fue realizado por
Bagnall et al, analiz6 28 casos de jévenes e identifico 6 variantes para SQTL (Bagnall et
al., 2014).

En 2016 Hata et al., empleo un panel de 70 genes en 25 casos de SUDEP con corazones
normales o anomalias estructurales no diagnosticadas, logré identificar 5 variantes
conocidas y 10 variantes nuevas en los genes RYR2, CACNALC y ANK2 a las cuales
después de hacer los andlisis in silico las clasifico como potencialmente patogénicas, 3
variantes en genes asociados a HCM o DCM (MYH7, LDB3 y PRKAG2), 5 variantes en
genes relacionados con ACM (PKP2, JUP, DSG2, DSP y TMEM43) y 2 genes del factor

de transcripcion cardiaca (TBX5 y GATAA4). Adicionalmente encontré variantes raras
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heterocigéticas combinadas en 3 de los 25 casos, y 2 sujetos portaban 3 0 més variantes
(Hata et al., 2016).

En otros estudios de casos de SUDEP encontraron genes asociados a cardiomiopatias en
un 47% y en canalopatias en un 53%, variantes asociadas a probables efectos funcionales
en un 29% (Nunn LM., et al. 2016; Hertz CL., 2016), estos resultados indican que las
cardiomiopatias a veces pueden presentarse con MSC antes del desarrollo de un fenotipo
diagnéstico, también que no se deben descartar las canalopatias en presencia de cambios

estructurales minimos detectados en la autopsia.

Recientemente, otros casos de MSC analizados por NGS con un mayor nimero de genes
asociados a MSC (194 a 380), el inconveniente es que al utilizar un nimero mayor de
genes también aumenta el nimero de variantes de significado incierto, por lo cual los
autores recomiendan periédicamente realizar la clasificacion de estas variantes (Hellenthal
N., et al. 2017; Neubauer J. et al. 2018; Sanchez O., et al. 2016, Campuzano O., 2018,
Shanks GW. Et al. 2018; Mak CM., et al. 2019).

Como se puede observar, la implementacién de la autopsia molecular, es de suma
importancia para poder dar respuestas de la causa de muerte en aquellos casos

clasificados como de muerte indeterminada.

1.2 Objetivo del capitulo

En este capitulo se utilizara el secuenciamiento de Gltima generacion de exdmas (exoma
clinico), para identificar grupos de genes que posiblemente estén asociados a canalopatias
cardiacas. El protocolo de trabajo iniciara desde la seleccion de casos de personas
fallecidas por muerte subita con resultados toxicolégicos negativos hasta la identificacion

de variantes genes asociados a las canalopatias cardiacas.
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1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Seleccidn de Casos para Muerte subita

Para el andlisis del exdma clinico se realiz6 un analisis retrospectivo de casos asociados
a muerte subita desde el afio 2015 y cuyas muestras de sangre reposaban en la central de
evidencias del Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses.

Se seleccionaron seis (6) casos asociados posiblemente a muerte subita cardiaca y cinco
(5) controles, acomparfados de la correspondiente revision de los protocolos de necropsia,
teniendo en cuenta las circunstancias de la muerte, antecedentes clinicos, los estudios
macro y microscoépicos durante la necropsia médico legal, asi como resultados de los

andlisis toxicoldgicos, histolégicos y de virologia, segun correspondiera para cada caso.

El filtro de las muestras, fueron negativos en enfermedades coronarias estructurales del
corazén, microscépicamente cardiomiocitos normales, negativos para toxicologia y

virologia.

1.3.2 Extracciéon y cuantificacién de ADN

La extraccion de ADN a partir de sangre se realizé utilizando el kit QlAamp®DNA Blood

Midi/Maxi, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

La cuantificacion del ADN vy las librerias se realiz6 mediante el kit Quantitating dsDNA
usando el instrumento Quantus™ Fluorometer y siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

1.3.3 Secuenciacion dirigida lllumina

Se realiz6 la secuenciacion NGS paired-end de 2x150 pb con el equipo MiSeq (lllumina
Inc., San Diego, CA. USA) usando MiSeq Reagent V3 (150 clycles), segun el protocolo de

la casa comercial. El secuenciamiento fue realizado por parte del autor de la tesis in situ y
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no por servicio usando las instalaciones del equipo ubicado en el Instituto Nacional de
Medicina Legal y Ciencias Forenses. Para ello se empled distintos sistemas de

enriguecimiento del Kit de lllumina.

TruSight™One: Panel de secuenciacion que contiene las regiones exonicas e intronicas
adyacentes de 4834 genes clinicamente relevantes y que estan incluidas en las bases de
datos: Base de datos de mutaciones genéticas humanas (HGMD), Catalogo de Herencia

en el Hombre (OMIM), Gene Test.org. Este panel cubre 12MB de contenido genémico.

Nextera XT: Permite la marcacion del ADN gendmico mediante un transposoma, que
fragmenta de manera simultdnea el ADN gendmico y afiade secuencias de adaptadores a
los extremos, permitiendo la posterior amplificacién por PCR. Adicionalmente permite
determinar regiones gendmicas de interés cuando estas no son muy grandes. El flujo de

trabajo general seguido en el procesamiento se presenta en la siguiente figura:

Etiquetado del ADN

Reactivos: SPB, ST, TD, TD1 Punto d d
unto de parada seguro Llevar a cabo segunda hibridacion

Reactives: EHB, TOO, RSB

Limpieza del ADN Etiquetado Incubacién toda la noche

Reactivos: RSB, SPB
Llevar a cabo segunda captura
Reactivos: EE1, ET2, EWS, HP#, SMB

Amplificacion del ADN Etiguetado

Reactivos: Indice 1, Indice 2, NLM
Opcional Incubacién toda la noche

Limpiar la libreria capturada
Reactivos: RSB, SPB

) Punto de Parada Seguro
Limpieza del ADN Amplificado

Reactivos: RSB, SPB
Amplificar la libreria enriquecida
Punto de parada seguro Reactivos: EPM, NEM, PPC
Hibridar sondas Punto de Parada Seguro
Reactivos: EHB, TOO, RSB
Limpiar la Amplificacién enriquecida

Reactivos: RSB, SPB
Opcional Incubacién toda la noche

Captura de Sondas Hibridadas

Reactivos: EE1, ET2, EWS, HP3, SMB Chequear la libreria enriquecida

o0 0000

Figura 1.1 Flujo de trabajo del panel TruSigt One Sequencing

1.3.4 Preparacion de librerias

La preparacion de las librerias de cada una de las muestras con el TruSight One
Sequencing Panel Series (lllumina), en las instalaciones del Instituto Nacional de Medicina

Legal y Ciencias Forenses. El panel se compone de 4834 genes relevantes que han sido
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validados para enfermedades humanas. El ADN extraido se cuantifico y normalizé a una
concentracion 10 ng/uL gDNA, el cual se diluyé a una concentracion de 5 ng/ul en un
volumen de 10 pl para una concentracion final de 50ng de ADN.

Posteriormente se realizé la tagmentacion del DNA, proceso que consistio en la
fragmentacion del ADN en tamafios de 300 pb. Para su etiquetado se utilizaron secuencias
adaptadoras en un solo paso, con ayuda del complejo enzimético llamado transposoma
(transposasa acoplada a un transposoén). Una vez finalizado este proceso se coloco la
muestra en una placa midi de 96 pocillos para la purificacion del DNA tagmentado utilizando
etanol al 80% y perlas de purificacion SPB (del inglés Sample Purification Beads, lllumina)
las cuales se unen al DNA por diferencia de cargas.

El DNA fue eluido en 22.5 pL de buffer RSB (Resuspention Buffer, lllumina) con ayuda de
una placa magnética. Se realiz6 una PCR para la amplificacion del DNA tagmentado y para
la adicion de secuencias indices (i5 y i7), secuencias adaptadoras (P5 y P7) y secuencias
complementarias a los primers de secuenciacion. Se realizé la correspondiente purificacion

del ADN amplificado y la cuantificacion de las librerias.

Posteriormente se realizaron dos pasos de hibridacion de las muestras con buffer de
enriguecimiento de hibridacion (Enrichment Hybridization Buffer (EHB)) y los oligos
(TruSight One Oligos (TOQ)). La captura de regiones de interés especificas, se realizé con
perlas de estreptavidina y se realizaron dos lavados para eliminar uniones no especificas
de las perlas. La biblioteca enriquecida se eluy6 desde las perlas y se prepararon para una
segunda hibridacién. La purificacion se realizé a 50 grados dentro de una placa midi, una

gradilla magnética y solucion de lavado de enriquecimiento.

Posteriormente se realizé un enriguecimiento de la libreria utilizando PPC (PCR Primer
Cocktail) y NEM (Enrichment Amp Mix).

La biblioteca final se cuantificé con kit Quantitating dsDNA usando el instrumento
Quantus™ Fluorometer. Se realiz6 el calculo para convertir la concentracion de ng/pl a nM
utilizando el tamafio promedio de la biblioteca y el peso molecular de un par de bases

Ecuacion 1.

., ng
concentracion en i

(660 g/mol * tamafio promedio de la biblioteca)
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La biblioteca se diluyé a una concentracion de 4 nM, utilizando buffer RSB.

1.3.5 Secuenciacion.

Se descongelé el cartucho de secuenciacion que contenia los reactivos (Reagent
Cartridge) usando un bafio de agua a temperatura ambiente, se sumergio la base del
cartucho por 90 a 120 minutos. A la biblioteca concentrada a 4 nM se le realizaron dos
diluciones seriadas a 20 pM y 12 pM usando buffer HT1 (Hybridization Buffer). Finalmente

se prepard la muestra a secuenciar en un volumen de 600 con concentracién de 12 pM.

Se carg6 esta Ultima muestra en el cartucho. Se realiz6 el lavado de la celda de flujo con
agua destilada estéril y etanol al 80%. Se colocé la celda de flujo, el cartucho y el buffer
PR2 (Incorporation Buffer) en el equipo MiSeq para comenzar la secuenciacion pair-end
de 150 pb.

1.4 Andlisis integral de los datos

1.4.1 Andlisis en el Miseq

El secuenciador Miseq realiza un control de calidad interno consistente en detectar errores
del propio aparato los cuales fueron revisados. Para ello se utilizaron dos analisis, uno
primario en tiempo real mediante el software nativo de lllumina Sequencing Analysis Viewer
(SAV), que genera archivos de datos que incluyen métricas de andlisis (Clusteres que
pasan el filtro; puntajes de calidad de llamada de bases, valores de fase y prefase) que
son utilizadas por MiSeq Reporter en el siguiente andlisis o analisis secundario. En este

andlisis se realizan una serie de procedimientos como son:

Demultiplexacion: Se realiza para todos los flujos de trabajo, identifica indices y enumera

varias muestras para las bibliotecas que contienen 1 o 2 indices, separa los datos de las

muestras agrupadas en funcion del indexar secuencias de diferentes bibliotecas.
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Generacion de archivos FASTQ: Los archivos FASTQ son la entrada principal para los

pasos computacionales requeridos en etapas posteriores. Estos archivos contienen

lecturas no indexadas para cada muestra, se excluye lecturas que no pasaron el filtro,

Alineamiento: Identifica coincidencias éptimas entre las secuencias leidas y la secuencia
del genoma de referencia (GRCh37/hg19) asignandoles una puntuacion en funcién de su
similitud con la referencia. Los resultados de alineacion se escriben en archivos de

alineacion/mapa binario BAM, que son la entrada primaria para el llamado de variantes.

Llamada de variantes: La llamada de variantes registra Variantes y los indeles cortos,

mediante la llamada de variantes somatica que identifica las variantes presentes a baja
frecuencia en la muestra de ADN y minimiza los falsos positivos, esto lo realiza en tres
pasos: 1) identifica cada posicién en el genoma de referencia por separado, 2) cuenta las
bases en la posicion dada para lecturas alineadas que se superponen a la posicion y 3)
calcula una puntuacion variante que mide la calidad de la llamada, estas puntuaciones se
calculan utilizando un modelo de Poisson que excluye las variantes con un nivel de calidad
inferior al Q20.

Adicionalmente el modelo solo llama variantes para bases que son cubiertas a 300x 0 mas
para un solo amplicén. Las variantes se llaman primero para cada grupo por separado. Las
variantes de los 2 grupos son comparadas y combinadas en un solo archivo de salida. Si
una variante cumple los siguientes criterios, la variante se marca como PASS en el archivo
de variantes: (Debe estar presente en ambos grupos) y acumulativamente tiene una
profundidad de 1000 o una profundidad promedio de 500x por grupo, tener una frecuencia
de variante de 3% o mayor segun lo informado en la llamada de variante fusionada, estas

variantes se guardan en un archivo VCF.

1.4.2 Calidad de archivos FASTQ

Para el analisis computacional de la metainformacién secuenciada para cada caso se inicié
un protocolo a partir de los archivos FASTQ generados por el secuenciador MiSeq. Se
utilizé complementariamente la herramienta bioinformatica FastQC (Andrews S, 2010) que
ofrece una visualizacién rapida de calidad de los archivos FASTQ, permite exportar los

resultados en un fichero HTML, junto a tablas y graficas que resumen el estado de los



Capitulo 1 17

datos. Adicionalmente se utilizo el software FASTP (Shifu Chen, et al 2018), que permite
realizar en un solo paso el control de calidad, recorte de adaptadores, filtrado de calidad,
poda de calidad por lectura y muchas otras operaciones de los datos FASTQ. Como paso
final se genera un archivo HTML donde se muestran el resumen de los datos.

1.4.3 Algoritmos de alineamiento

Se utilizaron cuatro algoritmos de alineamiento de las secuencias en formato FASTQ y tres
herramientas de analisis de llamado de variantes. El pipeline del protocolo se presenta en
el anexo (Anexo A.)

La versién del genoma de referencia para realizar cada uno de los alineamientos fue la
version GRCH37/hg19.

El proceso de alineacién de lecturas de ADN consistié en encontrar la coincidencia mas
probable de cada base de cada lectura pareada usando como blanco de alineamiento un

genoma de referencia (Pacheco, Gonzélez, & Algredo, 2015).

El problema de la alineacion es complejo debido al analisis de metainformacién y la gran
cantidad de lecturas con la que se debe trabajar. Algunas bases de las lecturas cortas
deben alinearse de forma inexacta al genoma referencia debido a varios factores como
pequefios errores que se pueden presentar durante la secuenciacion y a diferencias
biolégicas entre las muestras y el genoma en si de referencia como: los SNP u otras
variaciones bioldgicas como inserciones o deleciones de uno o mas nucledétidos (Mullaney,
Mills, Pittard, & Devine, 2010).

Se han desarrollado diferentes programas para tratar de resolver estos problemas, como
los basados en Programacién Dinamica (PD). Sin embargo, a pesar de ser muy exactos
requieren demasiado tiempo de procesamiento (complejidad temporal) y elevados
requisitos de almacenamiento (complejidad espacial) (Salavert, Tarraga, Medina, Dopazo,
& Blanquer, 2015). Al mismo tiempo, se han desarrollado heuristicas para disminuir el
tiempo de cdmputo, sin afectar la calidad del alineamiento. Estos métodos, se clasifican en
dos categorias: Algoritmos basados en tablas hash, que resuelven la complejidad temporal
(Langmead, Trapnell, Pop, & Salzberg, 2009). Algoritmos basados en la comprensién

ordenada por bloques (Burrows-Wheeler transform) (TBW) (Burrows & Wheeler, 1994), la
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cual junto con otras estructuras de datos particulares forman los indices de FM (Ferragina
& Manzini, 2000), que representan indices eficientes, para la realizacion de busquedas

exactas con bajo uso de memoria.

Opcionalmente, se pueden combinar estas técnicas para acelerar la alineacion de lecturas,
usando el menor espacio de memoria y en el menor tiempo posible. Una de las estrategias
para la alineacion es utilizar un acercamiento basado en dos pasos: la siembra y la

extension.

Durante la siembra, se encuentra una sub-cadena de la lectura corta de ADN que se alinee
exactamente en uno o mas lugares respecto a la cadena de referencia y para la extension,
la lectura completa es alineada de forma inexacta a una region alrededor de la siembra

previamente localizada.

Muchos alineadores implementan la técnica de siembra y de extensién, tal es el caso de
Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012), BWA-MEM (Li H., 2013), y NovoAlign (Novocraft,
2014) que se emplearon en esta tesis. Para la construccion de la siembra, dichos
alineadores realizan un pre-calculo para obtener los indices de busqueda mediante los
algoritmos basados en Tablas Hash o la TBW. Posteriormente, para la extension
implementan algoritmos basados en PD, tales como el Smith-Waterman (Smith &
Waterman, 1981), Needleman-Wunsch (Needleman & Wunsch, 1970) o el algoritmo de
extension usado en BLAST-like (Kent, 2002).

Adicionalmente, el software de alineaciéon de nucledtidos genémicos de lectura corta
(GSNAP) (T. D. Wu and S. Nacu, 2010), permite alinear lecturas desde 14 nt hasta
longitudes arbitrariamente largas, para detectar empalmes Inter cromosomicos en lecturas
individuales utilizando modelos probabilisticos o una base de datos de sitios de empalme

conocidos.
1.4.4 Llamada de variantes

Para el andlisis de llamado de variantes se utilizé kit de herramientas de andlisis genémico
HaplotypeCaller (GATK-HC), Samtools mpileup y Freebayes, con los cuales se generaron
los archivos de variantes VCF de los datos procedentes de la secuenciacion y que fueron

comparados para tener un solo archivo de variantes VCF por cada muestra analizada.
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En particular, FreeBayes es un detector de variantes genéticas usando modelos
bayesianos disefiado para encontrar SNP (polimorfismos de un solo nucle6tido), indeles
(inserciones y deleciones), MNP (polimorfismos de multiples nucle6tidos) y eventos
complejos (eventos de insercidn y sustitucion compuestos), se basa en haplotipos, es decir,
gue llama variantes basadas en las secuencias literales de lecturas alineadas con un
objetivo en particular, no en su alineacién precisa. Este modelo es una generalizacién
sencilla a diferencia de samtools y GATK que detectan o informan variantes basadas en

alineaciones.

La implementacion del computo para uso de los alineadores y el llamado de variantes se

realizé mediante un script utilizando el lenguaje de programacion bash.
1.4.5 Visualizacion de los datos

Para la visualizacion de los datos se emple6 la herramienta interactiva IGV (Integrative
Genomics Viewer, Version 2.8.0) (James T. Robinson, et al, 2011; Helga Thorvalsdottir, et
al., 2013)

1.4.6 Anotacion de las variantes

La anotacion de variantes detectadas se llevO a cabo mediante las herramientas
bioinformaticas SnpEff (Cingolani P., et al., 2012) que permite predecir efectos en las
variaciones genéticas y las alteraciones a nivel de aminoacidos, se buscaron alteraciones
a nivel de nucleétidos, aminoacidos, que realiza una anotacién genética y la prediccién del
efecto funcional en los genes y proteinas; y la herramienta ANNOVAR (Wang, K., Li, M., &
Hakonarson, H., 2010; Yang, H., & Wang, K., 2015) que incluye informacién adicional

relevante y realiza la anotacién funcional mediante distintas bases de datos publicas.
1.5 Resultados

Si bien el secuenciador Miseq emplea pipelines internos (Secuence Analysis Viewer y
MiSeq Reporter) hasta obtener los archivos de variantes VCF, se desarrollé un pipeline ad
hoc para reanalizar los datos crudos del secuenciamiento implementando otras
herramientas bioinformaticas comentadas en Materiales y métodos (algoritmos de

alineamiento).
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1.5.1 Control de calidad

Para el control de calidad de los datos se utilizaron softwares Secuence Analysis Viewer,

FastQCy FASTP.

Sequence Analysis Viewer: el software proporcion6 informacién acerca del proceso de

secuenciacion resumido en cuatro gréficos (figura 1.2).
En la figura 1.2-a) se observa que las lineas de intensidades son paralelas a lo largo de

todos los ciclos excepto cuando se leen los indices, y que estan dentro de los rangos

establecidos por el fabricante, sin embargo, muestra un patrén inusual en los ciclos para

ambos.

En la figura 1.2-b) se observa que el porcentaje de bases >Q30 es del 88.5%, el cual es

un buen porcentaje de calidad segun las especificaciones del fabricante, sin embargo, hay

presencia de bases que estan por debajo de este limite y el histograma muestra que un

namero significativo de bases con baja calidad.

Data By Cycle
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a) Data By Cycle: Muestra la progresion de la intensidad de las sefiales
correspondientes a los cuatro nucleétidos a lo largo del corrido.
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c) Data By Lane: esta grafica permite visualizar la densidad de
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b) Qscore Distribution: la gréafica permite ver en forma de histograma la
distribucién del nimero de bases por nivel de calidad.
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d) Qscore Heatmap: la gréafica permite ver el Q-score de las bases
secuenciadas por ciclo

Figura 1.2. Resultados Sequence Analysis viewer
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En la figura 1.2-c) el histograma azul representa la densidad del clister en bruto, mientras
gue el histograma verde representa a aquellos cllsteres que pasaron el filtro de calidad.
En las especificaciones de lllumina, la densidad de cllster bruta debe estar entre 1200-
1400 K/mm?. Para nuestro caso la densidad de clister es la esperada para una celda V3,

es decir que se estd empleando toda la superficie de la celda.

Y en la figura 1.2-d) muestra que la distribucion de calidades se realiza de forma 6ptima a
lo largo de las lecturas en ambos reds, que permite deducir que se realiz6 una buena

indexacion de las lecturas en ambos reds.

. FastQC: Las estadisticas del programa FastQC mostraron desviaciones
semejantes en todas las muestras, se puede observar los resultados de uno de los casos
en la figura 1.3.

R R

@Per base sequence quality @Per base sequence quality
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a) Gréfico de calidad de secuencia por
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b) Gréfico contenido de bases por secuencia (A, G, T, C)

Figura 1.3. Revision de calidad de los datos crudos con el software FasQC
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En la figura 1.3-a) se observa la distribucion de los valores de calidad en casa posicion, la
barra amarilla representa los valores de los Inter cuantiles (25-75%), los brazos hacia
debajo de la caja amarilla representan el 90% de los datos para esa posicion, la linea azul
corresponde a la media y la roja a la mediana. La calidad de las bases secuenciadas en el
Redly Red?2 estan por encima de Q>30, que es un buen valor de calidad.

En la figura 1.3-b) se observa que en todas ellas se observa un enriquecimiento de citocina
en las primeras posiciones de lectura. Por medio de esta grafica también se pueden

observar la presencia de adaptadores u otros artefactos.

R

Per sequence GC content Per sequence GC content

a) Gréfico del contenido de guanina y citocina por secuencia

@gequence Duplication Levels

Figura 1.4. Contenido de guanina, citocina y niveles de duplicacién por secuencia

. Contenido de GC por secuencia.
El contenido de guanina citocina en la figura 4 a) es mayor al esperado, esto debido al

secuenciamiento realizado sobre el exoma que es habitualmente rico en contenido de GC.

En cuanto a los niveles de duplicacion de secuencias este alrededor del 12.72% en los dos

reds, por debajo del limite aceptable (20%), figura 4 b).
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. Fastp: arroja un reporte general antes y después de realizar los filtros sobre los

archivos fastq que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1 1. Reporte andlisis con Fastp

iniciacion:

paired end (151 cycles + 151 cycles)

Longitud media antes del filtro:

139bp, 139bp

Longitud media después del filtro:

139bp, 139bp

Tasa de duplicacion: 1033644%

Inserto del tamafio del pico: 150

Antes del filtro

Total reads: 25.878850 M

Total bases: 3.618581 G

bases Q20: 3.478764 G (96.136147%)
bases Q30: 3.261247 G (90.125028%)
contenido GC: 46644244%

Después del filtro

Total reads: 25.300776 M

Total de bases: 3.524553 G

bases Q20: 3.414347 G (96.873188%)
bases Q30: 3.215039 G (91.218342%)

contenido GC:

46655056%

Resultado del filtro

reads que pasaron el filtro:

25.300776 M (97.766230%)

reads con baja calidad:

577.868000 K (2.232974%)

reads con demasiadas N:

50 (0.000193%)

reads demasiado cortas:

156 (0.000603%)

En la tabla 1.1, se observa que antes y después de realizar el analisis con fastp se sigue

manteniendo el 96% de bases con una calidad de Q20 y 90% con Q30.
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duplication rate (1.033644%)
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—— Mean GC ratio (%)

15 20 25 30

duplication level

Figura 1.5. Analisis de duplicacion con fastp

La tasa de duplicacion que muestra en la figura 1.5, estd en un 1% que es muy 6ptima para

la calidad de la secuenciacion.
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Insert size distribution (40.013951% reads are with unknown length)

Read percent (%)
]
N

o 150

Insert size

Figura 1.6. Estimacion del tamafio del inserto con fastp

En figura 1.6, se muestra la estimacion del tamafio del inserto, la cual se basa en un andlisis
de superposicién de extremos emparejados y hay un 40,013951% de lecturas que no se
superponen. Los pares de lectura no superpuestos pueden tener un tamafo de insercion
<30 0 >272, o contener demasiados errores de secuenciacion para ser detectados como

superpuestos.

Calidad del Red1 antes del filtro

qualty

20 a0 60 s0 100 120 140 gy

qualty

20 a0 60 so0 100 120 140 gy

position

Figura 1.7. Calidad del red antes y después del filtro con fastp
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1.5.2 Analisis de salida de secuencia

En la figura 1.8, se muestra la calidad de lectural antes y después del filtro, se observa

gue hay una mejoria en la calidad de lectural después del filtro.
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Figura 1.8. Contenido de bases del lectural antes y después del filtro con
fastp

En la figura 1.9, se muestra el contenido de bases del lectura2 antes y después del filtro y

no se observan cambios significantes.
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Calidad del lectura2 antes del filtro
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Figura 1.9. Calidad de lectura2 antes y después del filtro con
fastp

En la figura 1.9, respecto a la calidad del lectura2 antes y después del filtro no se observan

diferencias significativas; igualmente sucede lo mismo respecto al contenido de bases de

la misma lectura en la figura 1.10.
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Contenido de bases del lectura2
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Figura 1.10. Contenido de bases de lectura2 antes y después del filtro con
fastp

1.5.3 Importancia de aplicar mas de un algoritmo de alineacion y

[lamado de variantes

Después de realizar el andlisis de calidad de cada uno de los archivos Fastq, se realizo el
mapeo de las lecturas contra la secuencia del genoma de referencia conocido, previamente
procesado e indexado segun los requerimientos de cada alineador para acelerar las

bldsquedas de los algoritmos de alineamiento mejor adecuado.
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Si bien MiSeq Reporter, emplea el alineador de secuencias BWA-Bactrack, para el pipeline
ad hoc se utilizaron otros cuatro algoritmos de alineamiento: Bowtie2, BWA-MEM, GSNAP
y NOVOALING.

Se planteo el uso de varios algoritmos ya que si se utiliza uno solo podria llevar a la pérdida

de variante de potencial interés no detectadas.

Bt2-freebaye Bt2-Samtools a-men-freebaye

Bt2-GATK bwa-men-GATK

snap-freebaye nap-Samtools ovoal-freebaye: Novoal-Samtools

gsnap-GATK Novoal-GATK

Figura 1.11. Diagrama de venn de comparacion del llamado de
variantes por cada uno de los algoritmos de alineamiento

Enlafigura 1.11, se observa que con Bowtie2, GSNAP y Novoaling el llamado de variantes
con GATK, Freebayes y Samtools coincidieron con el llamado de variantes, en cuanto a
BWA-MEN solo coincidieron en 89 variantes, entre freebayes y Samtools 66993 variantes,

en GATK Unicamente 67889 variantes.
1.5.4 Visualizacion de archivos vcf con el software IGV

La visualizacion de los archivos vcf con IGV, resulta de suma importancia, ya que en
algunos casos permite inspeccibn manual observar variantes o0 en algunos casos
deleciones o variantes que no han sido detectadas en el llamado de variantes. En la figura
1-8, se observa al inicio una vista general de las secuencias alineadas al genoma de
referencia donde se puede ver cual ha sido su profundidad, luego observamos en mas
detalle que bases son las que estan presentes, en el ejemplo observamos un cambio de

una C por una T en la posicion 2794937 del cromosoma 2 en el gen CACNALC.
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Figura 1.12. Vista de las secuencias de genes con IGV

1.5.5 Anotacién de variantes y seleccion de genes asociados a

muerte subita cardiaca

La anotacién de variantes se llevd a cabo con la combinacion del software SnpEff,
ANNOVAR vy posteriormente se realiz6 un filtro de 84 genes asociados a muerte subita
cardiaca por canalopatias, seguido de un filtro por frecuencias minimas del EXAC,
genomAD, Exome AD y proyecto de 1000g; y finalmente el filtro de variantes no sinénimas,

esto permitio reducir la seleccion de variantes de interés para la investigacion (Tabla 1.2).

Al realizar la anotacién de variantes con la herramienta ANNOVAR se pueden utilizar
diferentes bases de datos como RefSeq que proporciona informacion sobre el gen en el
gue se encuentra la variante y su localizacion (exén, intron, splicing, UTR), diferentes
transcritos en que aparece, tipo de variante (sindénima, no sinénima), el cambio de
aminodcido que produce; GenomicSuperDups que permite anotacion por region al detectar
presencia de duplicaciones entre otras coordenadas cromosOmicas; anotacion por filtro
mediante dbSNP, ExAC ( Exome Aggegation Consortium), proyecto de mil genomas,
genome and exome ID, ClinVar, entre otras, adicionalmente permite utilizar predictores en
silico como: SIFT, PolyPhen2, LRT, Mutation Taster, MutationAssesor, FATHMM,
MetaSVM) y de la conservacion de residuos entre especies (GERP++, PhyloP, SiPhy),
Tabla 1.4.
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1.5.6 Variantes detectadas

Una vez realizado los diferentes filtros teniendo en cuenta un MAF < 0.05, para frecuencias
poblaciones en las bases de datos de EXAC, mil genomas, Exome-AD y Genome-AD, y
siguiendo las recomendaciones para clasificar las variantes detectadas segun la
ACMG/AMP (2018). Adicionalmente, se verifico que ninguna de las variantes asociadas a
enfermedades cardiovasculares se encontrara en los controles. Se hallaron un total de 21
variantes en 13 genes en los seis casos, que se presentan en la tabla 1.2. En el gen TTN
se encontraron 8 variantes, seguido por el gen ANK3 con 3 variantes. Se encontraron
variantes homocigotas en los genes CAV3: p.Y62C; ANK2: p.G2212S y KCNH2: p.R92P.

Las demas variantes fueron heterocigotas.

Tabla 1.2. Variantes seleccionadas para analisis acorde a las frecuencias poblacionales
con MAF < 0.05

Caso Gen rsiD Func Variante Cambio Zigo- MAF < 0.05

Genética AA sidad EXAC 1000g Exome Genome
1 TRDN rs372169818 exon2 c.G196A p.V66I het 0,04971 0.000199681 | 0,06909 Ausente
TTN rs746749916 exonl54 c.G48780T | p.W16260C | het 0,008302 Ausente 0,01633 Ausente
TTN . exonl86 c.T73979C | p.I124660T het Ausente Ausente 0,004069 | 3.23e-05
CAV3 rs753990961 exon2 c.A185G p.Y62C hom 0,008264 Ausente 0,004063 | Ausente

1,2 DSP rs78652302 exon24 C.A3701T p.E1234V het 0.0095 0.00399361 0.0095 0.0112
2 TTN rs776534823 exon27 ¢.G5905A p.A1969T het 0,008243 Ausente 0,008139 | 3.23e-05
TTN rs181189778 exon64 Cc.T16495A | p.S5499T het 0.0003 0.000199681 | 0.0003 0.0003

3,5 DSG2 rs142841727 exonl5 c.T2759G p.vV920G het 0.0032 0.00319489 0.0036 0.0033
3 TRPM4 rs138603244 exonl7 ¢.A2365G p.S789G het 0.0009 0.00319489 0.0005 0.0020
AKAP9 rs2230768 exonl8 c.G4841A p.R1614Q het 0.0023 0.00898562 0.0018 0.0084

ANK3 rs201547988 exon37 ¢.C11159T | p.T3720M het 0.0002 0.000199681 | 0.0002 0.0002

ANK3 rs41274676 exon37 c.C4465T p.P1489S het 0.0019 0.000798722 | 0.0017 0.0019
TTN rs759415579 exonl68 c.C67100T | p.P22367L het 0,008287 Ausente 0,03257 Ausente

4 ANK2 rs61734478 exon38 c.G6634A p.G2212S hom 0.0047 0.0219649 0.0037 0.0140
CACNAILC | rs185788586 exon43 ¢.C5689T p.R1897C het 0.0075 0.00858626 0.0101 0.0018

TTN rs75686037 exon27 ¢.C5093T p.P1698L het 0.0063 0.00698882 0.0072 0.0026
MYBPC3 rs11570112 exon27 ¢.C2992G p.Q998E het 0.0052 0.0061901 0.0072 0.0021
KCND3 rs186194682 exon7 c.G1712A p.R571H het 0,04701 0.000399361 | 0,04917 0,03232
TTN rs541464855 exonl54 c.C49424A | p.P16475Q het Ausente 0.000199681 | Ausente 0,03236
KCNH2 . exon2 c.G275C p.R92P hom Ausente Ausente Ausente Ausente

ANK3 rs140463162 exon37 c.G6955A p.D2319N het 0.0028 0.00139776 0.0033 0.0033

En la tabla 1.3, se observa el significado clinico de cada una de las variantes. Se

encontraron 7 variantes asociadas a dafios estructurales del corazén como son las
miocardiopatias, se encontraron 4 variantes asociadas a canalopatias cardiacas como son:
sindrome QT largo, Sindrome de Brugada y Taquicardia ventricular polimorfica

catecolaminérgica, adicionalmente se observa que tres variantes (DSP : p.E1234V; DSG2:



Capitulo 1 31

p.V920G y MYBPC3: p.Q998E) presentan conflicto de interpretacién de patogenicidad,
estas variantes asociadas a Miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho,
Miocardiopatia hipertréfica y Miocardiopatia dilatada 1G . Adicionalmente, se encontro

nueve variantes de significado incierto.

Por otra parte, se encontr6 en el gen KCNH2: p.R92P, que es una variante de interaccion
estructural, en los genes MYBPC3: p.Q998E y KCND3: p.R571H variantes missense y de

la region de splicing, las demas variantes fueron de tipo missense.

Tabla 1.3. Significado clinico de las variantes encontradas en cada uno de los casos.

Casos | Change AA CLNDN CLNSIG Consecuencia
1 p.V66I CPVT Significado incierto missense_variant
p.W16260C | = - Significado incierto missense_variant
p.124660T | e Significado incierto missense_variant
p.Ye2C | = e Significado incierto missense_variant
1,2 p.E1234V ARVC Conflicto de interpretacién de missense_variant
2 p.A1969T DCM Significado incierto missense_variant
p.S5499T DCM Significado incierto missense_variant
3,5 p.vV920G ARVC Conflicto de interpretacién de missense_variant
3 p.S789G Blogueo cardiaco familiar Benigna missense_variant
p.R1614Q LSQT, Romano-Ward-S Benigna, Ligeramente benigna missense_variant
p.T3720M | e Significado incierto missense_variant
p.P1489S | = e Significado incierto missense_variant
p.P22367L | = e Significado incierto missense_variant
4 p.G2212S LSQT Benigna missense_variant
p.R1897C LSQT, BrS Benigna, Ligeramente benigna missense_variant
5 p.P1698L HCM, DCM Benigna, Ligeramente benigna missense_variant
6 p.Q998E HCM, DCM Conflicto de interpretacion de missense variant &
p.R571H | e Significado incierto missense variant
p.P16475Q - Significado incierto missense_variant
p.R92P - Significado incierto structural interaction
p.D2319N Ligeramente benigna missense variant

En la tabla 1.4, se observa que la prediccion in silico de las variantes analizadas, con cada
uno de los algoritmos SIFT, PolyPhen2, Mutation Taster, LRT, Mutation Assesor,
FATHMM, MetaSVM, RadialSVM, LR, CADD, GERP++, PhyloP y SiPhy en algunos casos

es muy heterogénea (Tabla 1.4) debido al tipo de algoritmo que maneja cada predictor.
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Tabla 1.4. Lista de SNPS analizados por SIFT, PolyPhen2, Mutation Taster, LRT,
Mutation Assesor, FATHMM, MetaSVM, RadialSVM, LR, CADD, GERP++, PhyloP y
SiPhy.

Caso Gen Cambio AA SIFT Polyphen2 Polyphen2 LRT Mutation Mutation FATHMM
HDIV HVAR Taster Assessor
TRDN p.V66l T D D D D L T
TIN p.W16260C D D D H D
! TN p.124660T D P P D L T
CAV3 p.Y62C D D D D M D
1,2 DSP p.E1234V T D D N L T
TN p.A1969T D D D D L T
2 TN p.S5499T D D D D M T
3,5 DSG2 p.V920G T P B N N L T
TRPMVA p.S789G T D P D D M T
AKAP9 p.R1614Q T P B N N N T
3 ANK3 p.T3720M D D P N D L T
ANK3 p.P1489S D D D D D M T
TN p.P22367L D D D D H T
ANK2 p.G2212S D B N D L T
N CACNALC |p.R1897C T D P N N T
5 TN p.P1698L D D D D M T
MY BPC3 p.Q998E D D D D M T
KCND3 p.R571H D D D D D M D
6 TIN p.P16475Q D D D D H T
KCNH2 p.R92P T D D D M D
ANK3 p.D2319N T D P D M T
Caso Gen Cambio AA Radial SVM LR CADDphred | GERP++ RS Ph’)J’:Z:etfiVaVlay Sii]hgyOZdQ(:vsay Impacto
TRDN p.V66I! T T 19.57 5.82 2753 20097 Moderado
TIN p.W16260C D D 12.74 5.87 2770 20224 Moderado
! TIN p.124660T T T 14.53 5.59 2250 11170 Moderado
CAV3 p.Y62C D D 17.36 3.44 758 9788 Moderado
1,2 DSP p.E1234V T T 20.4 5.2 1953 15091 Moderado
TN p.A1969T T T 12.34 5.12 2387 18559 Moderado
2 TTN p.S5499T T T 14.29 6.03 2308 16558 Moderado
3,5 DSG2 p.V920G T T 13.78 25 438 6805 Moderado
TRPMA p.S789G T T 16.5 5.09 2047 9337 Moderado
AKAP9 p.R1614Q T T 19.25 1.43 319 7685 Moderado
3 ANK3 p.T3720M T T 16.37 5.3 2468 18955 Moderado
ANK3 p.P1489S D D 17.55 5.69 2684 19799 Moderado
TN p.P22367L D D 19.08 6.03 2854 20567 Moderado
ANK2 p.G2212S T T 13.77 3.85 809 11304 Moderado
N CACNALC |p.R1897C T T 17.08 4.26 2202 11012 Moderado
5 TN p.P1698L T T 11.85 5.05 2363 18391 Moderado
MY BPC3 p.Q998E T T 21.2 4.1 1311 14449 Moderado
KCND3 p.R571H D D 28.7 5.63 2814 19639 Moderado
6 TN p.P16475Q D D 18.28 5.55 2608 19497 Moderado
KCNH2 p.R92P D D 20.7 3.49 811 11994 Alto
ANK3 p.D2319N T T 23.8 5.94 2816 20359 Moderado

De las variantes reportadas, por ejemplo, se encontré que el analisis con SIFT (12) son

perjudiciales, Polyphen2 (18) probablemente patogénicos, lo mismo sucede con Mutation
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Taster. En analisis con CADD con un punto de corte de 20, las variantes de los genes
ANK3, KCNH2, KCND3, MYBPC3 y DSP se clasificaron como variantes dafiinas. Para los
algoritmos de prediccibn de conservacion de la secuencia, se encontr6 que para
GEPP++RS con punto de corte mayor a 4.4, se encontré que en siete variantes no hay
conservacion de la secuencia, en el resto si hay conservacion de secuencia, y para PhyloP

y SiPhy hay conservacion de la secuencia en todas las variantes.

1.5.7 Interpretacion de variantes en contexto de los casos y su

informacion complementaria clinica-forense

Caso 1

Se trata de un adolescente de 13 afios de edad, presenta una variante en DSP (c.A3701T
p.E1234V), heterocigota, asociada a ARVC, sin embargo, en la significacién clinica
aparece con conflicto de interpretacion de patogenicidad. DSP, cuya proteina
desmosoOmica (desmoplaquina) interactta con la desmina intermedia en los filamentos de
los cardiomiocitos para formar fuertes adherencias entre las células (D. Garrod, M.
Chidgey, 2008), lo que proporciona fuerza y estabilidad a los tejidos.

La optima adhesion entre las células puede dar lugar a la miocardiopatia arritmogénica del
ventriculo derecho (ARVC), que se caracteriza por una sustitucion fibro-grasa del miocardio
gue se va deteriorando con el tiempo, aumentando el riesgo de latidos cardiacos anormales
(arritmia) y muerte subita (Mcknally E., et al. 2005; D. Garrod, M. Chidgey, 2008; Poloni G.,
et al.,, 2016). El mecanismo de la enfermedad asociada con DSP es a través de
haploinsuficiencia, por cambio en el marco de lectura y variantes sin sentido antes del exén
final (Choi H-J., et al., 2002).

Aunqgue la ARVC puede no causar ningun sintoma en sus primeras etapas, las personas
afectadas aun pueden estar en riesgo de muerte subita, especialmente durante el ejercicio
extenuante. Cuando se presentan sintomas, por lo general incluyen una sensacion de
aleteo o palpitaciones en el pecho, mareos y desmayos (sincope). Con el tiempo, la ARVC

también puede causar dificultad para respirar e hinchazén anormal en las piernas o el
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abdomen. Si el miocardio se dafia gravemente en las Ultimas etapas de la enfermedad,
puede provocar insuficiencia cardiaca (Quarta G., et al., 2016).

Una variante en TRDN (c.G196A: p.V66l), heterocigota, missense, de impacto moderado,
asociada a taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica (TVPC), de significado
incierto. TRDN codifica una proteina de membrana integral que se encuentra en el musculo
cardiaco y esquelético, juega un papel en el acoplamiento de excitacién-contraccion del
musculo esquelético como parte del complejo de liberacién de calcio y es necesaria para
la fuerza muscular esquelética normal, variantes en este gen estan asociadas a arritmias
potencialmente mortales y paros cardiacos, predominantemente en personas jovenes
(Napolitano C., et al., 2004) las mutaciones se heredan con un patrén autosémico recesivo
en forma homocigota o heterocigota compuesta (Hancox, J.C., et al., 2017).

El TRDN entre sus vias relacionadas se encuentran el transporte por canales iénicos y la
conduccion cardiaca. Contribuye a la regulacion de la liberaciéon luminal de Ca2+ a través
de los canales de liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmico RYR1 y RYR2, un paso
clave para desencadenar la contraccién del masculo esquelético y cardiaco. Requerido
para la organizacion normal de la unién de la triada, donde los tubulos T y las cisternas
terminales del reticulo sarcoplasmico estan en estrecho contacto (por similitud). Requerido
para la fuerza muscular esquelética normal. Juega un papel en el acoplamiento de
excitacion-contraccion en el corazén y en la regulacion de la frecuencia de los latidos del

corazon (Roux-Buisson N., et al., 2012).

Dos variantes en TTN (c.G48780T: p.W16260C y c.T73979C: p.124660T), missense,
heterocigotas, sin sentido y de impacto moderado. TTN codifica para la proteina titina, es
una proteina sarcomérica que juega un papel importante en el musculo cardiaco y
esquelético. Esta codificada por un Unico gen, ubicado en el brazo largo del cromosoma 2,
entre sus funciones esta proporcionar estructura, flexibilidad y estabilidad a los
sarcoOmeros. La titina interactia con otras proteinas musculares, incluidas la actina y la
miosina, para mantener los componentes de los sarcomeros en su lugar mientras los
musculos se contraen y relajan. La titina también contiene una region similar a un resorte
gue permite que los musculos se estiren (LeWinter MM, et al. 2007; Savarese M, et al.,
2016).
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La TTN al ser uno de los genes con mayor numero de exones del genoma humano,
alcanzando los 364 exones, sufre un intenso procesado alternativo, que da lugar a la
produccion de diversas isoformas de la proteina titina, complicando ain mas el andlisis del
efecto de las diferentes variantes. Es asi como las variantes sin sentido, variantes que
alteran la pauta de lectura o en los sitios del procesado del ARN mensajero que alteran las
principales isoformas son las que presentan mas riesgo de provocar cardiomiopatia
dilatada (Norton N, et al., 2013; Chauveau C. et a., 2014; Roberts AM, et al., 2015).

Una variante en CAV3 (c.A185G: p.Y62C), homocigota, missense y de significado incierto.
CAV3, es una proteina responsable de la formacion de las caveolas y de andamiaje, son
grupos sarcolemales altamente organizados que influyen en la diferenciacion muscular
temprana, la sefializacién y la homeostasis del Ca 2+ (Ullrich ND., et al., 2011), se
encargan de organizar otras moléculas que son importantes para la sefializacion celular y

el mantenimiento de la estructura celular (Gazzerro E., et al., 2010).

Estas moléculas incluyen las proteinas que forman los canales de sodio, que transportan
atomos de sodio cargados positivamente (iones de sodio) a las células. Los canales de
sodio juegan un papel clave en la capacidad de una célula para generar y transmitir sefiales
eléctricas. En el musculo cardiaco, los canales de sodio estan involucrados en el
mantenimiento del ritmo normal del corazén (Vatta M. et al., 2006). Adicionalmente,
interactla directamente con las subunidades alfa de la proteina G y puede regular
funcionalmente su actividad. También puede regular los canales de potasio activados por
voltaje (Vaidyanathan R, et al., 2013).

Desempefia un papel en el mecanismo de reparacion del sarcolema tanto del masculo
esquelético como de los cardiomiocitos que permite volver a sellar rapidamente las
membranas rotas por estrés mecanico. Variantes encontradas en esta proteina estan
asociadas a miocardiopatia hipertréfica familiar (CMH) (Hayashi et al. 2004), sindrome de
QT largo 9 (LQT9) (Vatta et al. 2006), sindrome de muerte subita del lactante (SMSL)
(Cronk et al. 2007).

Adicionalmente, se han definido quince tipos de sindrome de QT largo en funcién de su
causa genética, y cardiomiopatias (Alders M, et al. 2003; Bohnen MS, et al. 2017; Modell
SM, et al. 2012; Nakano Y, Shimizu W. 2016; Ferndndez-Falgueras A, et al. 2017; Magi,
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S., etal. 2017; Song, J., et al. 2017). Algunos tipos de sindrome de QT prolongado implican

otras anomalias cardiacas o problemas con sistemas corporales adicionales.

Como se puede observar las variantes patogénicas en este gen muestran diferentes
caracteristicas clinicas y modos de herencia, mutaciones de sentido erréneo pueden
conducir a una afectacién cardiaca como miocardiopatias y arritmias, es necesario realizar
estudios en un mayor nimero de muestras para evaluar el papel de las variantes de CAV3
en la enfermedad cardiaca y realizar més estudios de la funcién de este gen para revelar
los mecanismos patogénicos detrds de las caracteristicas clinicas cardiacas de las

caveolinopatias.

Revisando los antecedentes antemortem del joven, el cual presento bradicardia en proceso
de reanimacion post apendicetomia, encefalopatia isquémica y arritmia cardiaca durante
intervencion quirdrgica y que tres dias posterior fallece, se propone que pueden
correlacionarse con las variantes encontradas en el presente estudio, y que posiblemente

ayudaron a desencadenar arritmias que terminaron con la muerte del joven.
Caso 2

Lactante masculino de dos meses de nacido, clasificado como muerte subita del lactante.
Presenta dos variantes en TTN (c.G5905A: p.A1969T y c.T16495A: p.S5499T),
heterocigotas, nonsense, de impacto moderado, de significado incierto, asociadas a
miocardiopatia diabética tipo 2 y miocardiopatia dilatada 1G. Adicionalmente, la variante
DSP (c.A3701T p.E1234V), reportada también para el caso |, heterocigota, sin sentido, de
impacto moderado, asociado a ARVC, miopatia diabética tipo 2 y fenotipo cardiovascular,

presenta conflicto de interpretacion de patogenicidad.

No se cuenta con antecedentes clinicos antemortem para poder realizar una correlacion
de las variantes encontradas en los dos genes con la causa de muerte, pero existe
probabilidad que estas mutaciones coadyuvaran a la casusa de muerte, sobre todo por ser
variantes de significado incierto y que por la prediccion in silico son catalogadas como
patogénicas (TTN) y en el caso de la encontrada en el DSP, que presenta conflicto de

interpretacion de patogenicidad.

Una variante en DSG2 (c.T2759G:p.V920G), heterocigota, missense, asociada a

miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho y presenta conflicto de interpretacion
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de patogenicidad. El gen DSG2, codifica un miembro de la familia de desmogleinas y la
superfamilia de proteinas de moléculas de adhesion celular de cadherinas. Las
desmogleinas son componentes de glicoproteina transmembrana que se unen al calcio de
los desmosomas, uniones célula-célula de cardiomiocitos y células epiteliales (Patel DM,
Gree KJ. 2014). Las mutaciones en este gen se han asociado con la displasia
arritmogénica del ventriculo derecho (Awad MM, et al. 2006), Miocardiopatia no

compactada del ventriculo izquierdo (Kulikova O, 2021).

Se ha encontrado que las mutaciones en DSG2 con pérdida de funcién hemi y homocigota
causan miocardiopatia arritmogénica recesiva de inicio temprano, que podrian explicar
algunos casos de muerte subita sin antecedentes familiares y o genéticos evidentes
(Brodehl A, 2021). Adicionalmente, Para algunas de las mutaciones sin sentido conocidas
de DSG2, se han descrito defectos de escisidbn del predominio, las propiedades de

adhesion y la localizacién celular (Gaertner A.,2012).
Caso 3

Lactante masculino de 3 meses, diagnosticado con muerte subita, sin antecedentes ante
mortem. Se detecto una variante en TRPM4 (TRPM4:c.A2365G:p.S789G) heterocigota, sin
sentido de impacto moderado, asociada a bloqueo cardiaco familiar progresivo tipo 1B.
TRPM4 proporciona instrucciones para producir una proteina llamada miembro 4 de la
subfamilia M del canal de cationes modulado por voltaje y activado por Ca 2+ (Nilius et al.,
2005).

Esta proteina actla como un canal, abriéndose para permitir la entrada de Na * y salida de
K * en la célula (Launay et al., 2002; Ramsey et al., 2006) realizando la repolarizacién de
la membrana. El canal TRPM4 esta incrustado en la membrana externa de las células de
todo el cuerpo, pero abunda en las células del coraz6n (cardiacas), se ha encontrado que
participa en perturbaciones eléctricas después de isquemia cardiaca y episodios de

reperfusion debido a su sensibilidad a Ca 2+ y ATP (Kalogeris et al., 2012).

Los canales TRPM4 desempefian un papel importante en la sefalizacion del inicio de cada
latido del corazoén, la coordinacion de las contracciones de las cAmaras superior e inferior

del corazon y el mantenimiento de un ritmo cardiaco normal.
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Se ha encontrado que algunas mutaciones en el gen TRPM4 causan un bloqueo cardiaco
familiar progresivo. Esta condicion altera el latido normal del corazén y puede provocar
desmayos (sincope) o paro cardiaco repentino y muerte. El TRPM4 las mutaciones
genéticas cambian los componentes basicos de una sola proteina (amino&cidos) en el
canal TRPM4.

Los canales alterados tienen una mayor actividad en la membrana celular, lo que
probablemente altera la capacidad de la célula para generar sefiales eléctricas debido al
aumento del flujo de cationes. Las células cardiacas con estos canales alterados tienen
dificultad para producir y transmitir sefiales eléctricas que coordinan los latidos cardiacos
normales. La interrupcién de esta sefializacién provoca un bloqueo cardiaco. La muerte de
estas células cardiacas deterioradas con el tiempo puede provocar una acumulacién de
tejido cicatricial (fibrosis), lo que empeora el bloqueo cardiaco (Hu Y., et al. 2021; Dong Y.,
et al. 2021).

Estudios recientes también han relacionado otras variantes genéticas del gen TRPM4 con:
el blogueo cardiaco familiar progresivo tipo 1 (PFHB1) ( Kruse et al., 2009 ; Daumy et al.,
2016; Palladino A, et al. 2022), la enfermedad de conduccion cardiaca aislada (ICCD) ( Liu
et al.,, 2010 ), blogueo auriculoventricular (BAV) ( Stallmeyer et al., 2012 ; Syam et al.,
2016), blogueo de rama derecha (BRD) ( Stallmeyer et al., 2012 ) y sindrome de Brugada
(BrS) (Liu et al., 2013 ; Gualandi et al., 2017).

Se demostré6 que varias variantes de TRPM4 vinculadas a enfermedades cardiacas
hereditarias causan ganancia o pérdida de funcién de la actividad del canal. Sin embargo,
los detalles moleculares de estas alteraciones y como las variantes de ganancia y pérdida
de funcién pueden conducir a defectos de conduccién aun no se conocen bien (Hu Y., et
al. 2021; Dong Y., et al. 2021, Palladino A, et al. 2022).

Se detecto una variante en AKAP9 (c.G4841A:p.R1614Q), heterocigota, sin sentido, de
impacto moderado, asociado a sindrome LQT, sindrome de Romano-Ward, fenotipo

cardiovascular, considerado benigno/probablemente benigno (Ng D, et al. 2013).

AKAP9, son un grupo de proteinas estructuralmente diversas que tienen la funcion comuan
de unirse a la subunidad reguladora de la proteina quinasa A (PKA) y confinar la
holoenzima a ubicaciones discretas dentro de la célula, codifica al menos dos isoformas,

gue interactlan con varias proteinas de sefializacién para ayudar con disposicion espacial
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y sefalizacion temporal, uniéndose a menudo a moléculas reguladoras opuestas para
establecer una regulacion temporal localizada de transduccién de sefiales (Wong W, et al.
2004; McConnachie G. et al. 2006).

Adicionalmente es un gen codificador de proteinas. Por ejemplo, en el corazon interactia
con KCNQ1 y KCNE1 que forman un ion de potasio lento canal (canal IKs) y generar la
corriente IKs que es esencial para la Gltima fase de repolarizacion del potencial de accién
cardiaco (Marx SO, et al. 2002), si el canal IKs esta inhibido, provocara una prolongada

duracién del potencial de accién dando lugar a LQTS (Yap YG, 2003).

AKAP9 presenta la isoforma mas pequefia que es Yotiato 9 que relne varias proteinas
como PKA, PPI, AC9, PDE4D3 y KCNQ1, cada uno de los cuales desempefia un papel en
la via transduccion de sefiales (Chen L. et al. 2011). En general, este complejo regula la
fosforilacion de KCNQ1 en Ser27 y por lo tanto la actividad del canal IKs. Diferentes
regiones de Yotiao unen cada uno de estas proteinas; por lo tanto, las mutaciones que

interrumpen esta unién subyacen al LQTS (Li Y. et al, 2001; Ciampa EJ. 2001).

Una variante en TTN (c.C67100T:p.P22367L), heterocigota, missense y de significado

incierto, clasificada como patogénica con los algoritmos de prediccion in silico.

Dos variantes en ANK3 (c.C11159T:p.T3720M y c.C4465T:p.P1489S), heterocigotas, de
significado incierto y de impacto moderado.

Las anquirinas son una familia de proteinas que se cree que unen las proteinas integrales
de la membrana con el citoesqueleto de espectrina-actina subyacente y desempefian
funciones clave en actividades como la motilidad celular, la activacion, la proliferacion, el
contacto y el mantenimiento de dominios de membrana especializados (Ackerman MJ,
Mohler PJ. 2011). el AnkG cardiaco (ANK3) estd menos estudiado, pero esta
estrechamente relacionado con los fenotipos de arritmia tanto en humanos como en
modelos animales a través de su asociacion con el canal Na v dependiente de voltaje, Na
v 1.5 (SCN5A).

Las variantes de SCN5A humano que tienen un impacto en las interacciones AnkG/Na v
1.5 estan asociadas con el sindrome de Brugada (Mohler PJ, 2004; Michael A, et al. 2014;
Angsutararux P, et al. 2021). Puede participar en el mantenimiento/direccion de canales
i6nicos y moléculas de adhesion celular en los nodos de Ranvier y segmentos iniciales

axonales. Regula la actividad del canal KCNA1 en funcion de los niveles de Mg(2+) en la
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dieta y, por lo tanto, contribuye a la regulacion de la reabsorcion renal de Mg(2+) (Nassal
D, 2021).

Sin datos antemortem y antecedentes familiares, resulta complicado correlacionar las
variantes encontradas con la muerte del lactante, sin embargo, es posible que estas
variantes coadyuvaran a desencadenar el deceso, adicionalmente se es necesario realizar
una busqueda de otros genes presentes, pero que no estaban dentro del alcance de la

investigacion que pudieran influir en la muerte subita.

Caso 4

Un lactante masculino de 3 meses, diagnosticado con muerte subita, sin antecedentes ante
mortem. Se identifico una en ANK2 (c.G6634A: p.G2212S) homocigota, sin sentido, de
impacto moderado, asociada a sindrome LQT, fenotipo cardiovascular y benigna. ANK2,
codifica un miembro de la familia de proteinas de la anquirina que une las proteinas
integrales de la membrana con la proteina subyacente del citoesqueleto espectrina-actina
(Mohler PJ, Gramolini AO, Bennett V, 2002).

Es altamente expresada en el corazon, juega un papel critico en la biologia y fisiologia
celular. En el corazoén, la anquirina-B desempefia un papel clave en la seleccién y
localizacion de canales id6nicos y transportadores clave, proteinas estructurales y

moléculas de sefalizacion (Sucharski HC. Et al. 2020).

En los cardiomiocitos, se requiere para el ensamblaje coordinado del intercambiador de
Na/Ca, SLC8A1/NCX1, Na/K ATPasas ATP1Al y ATP1A2 y receptores de inositol 1,4,5-
trifosfato (InsP3) en los sitios del reticulo sarcoplasmico/sarcolema. Necesario para la
expresion y el direccionamiento de SPTBN1 en cardiomiocitos neonatales y para la

regulacion de la tasa de contraccion de cardiomiocitos neonatales (Mohler PJ, et al., 2003).

Las mutaciones en este gen causan el sindrome de QT largo, sindrome de arritmia
cardiaca y muerte subita (Chiang CE. 2004; Mohler PJ, 2007; Ichikawa M,). Se han descrito
multiples variantes raras en domino de membrana de ANK2 que causan enfermedades
estructurales en el corazon y sindromes de arritmia heredables (Swayne LA. Et al. 2017;
Watanabe H, Minamino T 2016).
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Una variante en CACNALC (c.C5689T:p.R1897C), heterocigota, sin sentido, impacto
moderado asociado con sindrome LQT, sindrome de Brugada, sindrome de Timothy,
fenotipo cardiovascular, benigno/probablemente benigno. CACNALC produce el canal de
calcio CaV1.2, en el corazén estos canales se abren y cierran en momentos especificos
para controlar el flujo de iones de calcio hacia los cardiomiocitos en cada latido del corazon.
El tiempo que los canales estan abiertos y cerrados se regula para mantener la funcion
cardiaca normal (Yamakage M, Namiki A, 2002; Liao P, 2005; Napolitano C, Antzelevitch
C., 2011; Wemhoner K, et al. 2015).

Se han reportado variantes en este gen asociados previamente con LQTS, sindrome de
Timothy (TS), canalopatias arritmogénicas, que son raras y generalmente conduce a la
muerte sobre todo en niflos menores de tres afios (Marks, ML, et al. 1995; Fukuyama M,
et al. 2014; Dufendach, KA. Et al, 2018; Gardner RJM, 2019; Para V, 2019).

Si bien cada una de estas variantes por si sola puede no haber contribuido
significativamente a la muerte, puede ser plausible que cada una de las dos variantes
observadas en este bebé contribuyd parcialmente a una predisposicion genética general.

Un bebé que estaba pasando por etapas criticas en su desarrollo, es posible estos factores
en conjunto, pueden haber contribuido a la muerte del bebé, lo que se conoce como

“puntuacién de riesgo poligénico”, efecto aditivo causado por multiples variantes de bajo

riesgo, cada una con un efecto patogénico bajo, pero que colectivamente pueden producir
un funcionamiento por debajo del umbral de las vias fisioloégicas de interaccion. (Purcell,

S.M. 2009; Dudbridge, F. 2013). Sin embargo, se deben realizar mas pruebas.

Caso 5

Lactante femenino de 2 meses, llevada a clinica por conjuntivitis y al dia siguiente fallece.
Se detecto una variante en DSG2 (¢.T2759G:p.V920G), heterocigota, missense, asociada
a miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho y presenta conflicto de interpretacion

de patogenicidad, también detectada en el caso Il.

Una variante en TTN (c.C5093T:p.P1698L) heterocigota, sin sentido, de impacto
moderado, asociada a miocardiopatia hipertréfica, miopatia dilatada tipo 2, miopatia distal
tipo Markesbery-Griggs, miocardiopatia dilatada 1G, miopatia hereditaria con insuficiencia

respiratoria temprana, miopatia diabética de inicio temprano, miopatia diabética con
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miocardiopatia fatal, miopatia diabética dominante, miopatia diabética recesiva,
benigna/probablemente benigna, esta variante también fue detectada en el caso.

Para este caso, se debe tener en cuenta lo mismo que para el caso 4, que las dos variantes
hayan contribuido parcialmente a una predisposicion genética general, en un bebé que
estaba pasando por etapas criticas en su desarrollo, es posible estos factores en conjunto,

pueden haber contribuido a la muerte del bebé, similar al caso 4 “puntuacién de riesgo

poligénico” (Purcell, S.M. 2009; Dudbridge, F. 2013). Sin embargo, se deben realizar mas
pruebas.

Caso 6

Se trata de un adolescente masculino de 15 afos, fallece en la habitacién de la casa, el
estudio histoldgico, arroja desarreglo leve en fibras del corazén. Se detecto una variante
en MYBPC3 (c.C2992G: p.Q998E), heterocigota, en la region de empalme y sin
sentido asociada con miocardiopatia dilatada primaria, miocardiopatia hipertréfica,
miocardiopatia no compactada del ventriculo izquierdo, miocardiopatia hipertréfica familiar
primaria, miocardiopatia hipertréfica familiar 4, fenotipo cardiovascular, miocardiopatia
dilatada y miopatia diabética dominante. Es una variante que ha sido previamente
reportada en otros estudios (Van Driest SL et al., 2004; Konno T et al., 2010; Bahrudin U
et al.,2008; Garcia-Castro M et al., 2009).

MYBPC3, proporciona instrucciones para producir proteina C fijadora de miosina cardiaca
(MyBP-C cardiaca), que se encuentra en las células del musculo cardiaco (Previs MJ,
2012). En estas células, MyBP-C cardiaco est4 asociado con una estructura llamada
sarcomero, que es la unidad basica de la contraccién muscular (Kulikovskaya I, et al.
2007). Las alteraciones en este gen dan origen a la Miocardiopatia Hipertréfica Familiar
(MHF), es una enfermedad cardiaca primaria, donde la caracteristica diagndstica béasica
es la hipertrofia del ventriculo izquierdo, y la consecuencia méas grave es la muerte subita
(Dong X, et al. 2017).

La MHF se debe mayormente a mutaciones en las proteinas del sarcomero. Las
mutaciones en el gen MYBPC3 son una causa comun de miocardiopatia hipertréfica

familiar y representan hasta el 30 por ciento de todos los casos. Esta condicién se
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caracteriza por el engrosamiento (hipertrofia) del musculo cardiaco (Mgller DV, et al. 2009;
Finsterer J, et al., 2017).

Aunque algunas personas con miocardiopatia hipertrofica familiar no tienen efectos
evidentes en la salud, sin embargo, todas las personas afectadas tienen un mayor riesgo

de insuficiencia cardiaca y muerte subita (Keren A, et al. 2008).

No esta claro cémo las mutaciones del gen MYBPC3 causan la falta de compactacion del
ventriculo izquierdo (Kolokotronis K, 2019). Durante el desarrollo normal antes del
nacimiento, el musculo cardiaco se compacta y se vuelve suave y firme.

Es probable que las mutaciones del gen MYBPC3 provoquen cambios en este proceso, lo
gue da como resultado un musculo cardiaco del ventriculo izquierdo que no esta
compactado, pero es grueso y esponjoso. El muisculo cardiaco anormal es débil y no puede
contraerse de manera efectiva, lo que provoca los diversos signos y sintomas de falta de
compactacion del ventriculo izquierdo (Marston S, 2011; Waldmiller S, et al. 2001; Arif, M.,
Nabavizadeh, P., Song, T. et al. 2020).

Una variante en KCND3 (c.G1712A p.R571H), heterocigota, de significado incierto y
presenta conflicto de interpretacion de patogenicidad. El gen KCND3 (Potassium Voltage-
Gated Channel Subfamily D Member 3) esta asociado con enfermedades como el sindrome
de Brugada, una canalopatia cardiaca con alta heterogeneidad genética que tiene una alta

incidencia de muerte subita en pacientes con un corazon estructuralmente normal [53].

KCND3, codifica el canal de potasio dependiente de voltaje Kv4.3 que se inactivan
rapidamente, representan la clase mas compleja de canales i6nicos dependientes de
voltaje tanto desde el punto de vista funcional como estructural, debido a que se asocia
con las subunidades reguladoras KCNIP1, KCNIP2, KCNIP3 y KCNIP4 (por similitud) e
interactlia con KCNE1, KCNE2, SCN1B y KCNAB1 y DLG1 (Lundby A, Olesen SP. 2006;
Dehghani-Samani A, 2019;) contribuye a la corriente de potasio de salida cardiaca (I tol),
durante la fase 1 de repolizacion del potencial de accién cardiaco (Li-Smerin Y, Hackos
DH, Swartz KJ. 2000; Oudit GY, et al. 2001).

Las variantes raras de KCND3 pueden conferir riesgo de arritmias ventriculares letales,
como el sindrome de Brugada (Giudicessi JR, et al. 2011; Li X. et al. 2020), LQTs (Frank-

Hansen R, 2005; Ohno S. et al. 2009) y otras enfermedades de conduccién cardiaca
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(Sun B, et al. 2013; Olesen MS, 2013; Wu CT, 2014; Huo R, et al, 2014; Takayama K et
al. 2019; ) (, y estar asociadas con el sindrome de muerte subita inexplicable (SUDS) con
autopsia negativa (Giudicessi JR, et al. 2012).

Una variante en TTN (c.C49424A:p.P16475Q), heterocigota, sentido, de significado

incierto.

Una variante en ANK3 (c.G6955A:p.D2319N) heterocigota, missense y ligeramente
benigna. ANK3 puede participar en el mantenimiento/direccion de canales i6nicos y
moléculas de adhesion celular en los nodos de Ranvier y segmentos axdnicos iniciales.
Regula la actividad del canal KCNAL en funcién de los niveles de Mg (2+) en la dieta y, por

tanto, contribuye a la regulacion de la reabsorcion renal de Mg (2+).

Se requiere ANK3 (ANKG) para la localizacion de NaV1.5 y CaMKIl en el disco intercalado
de los cardiomiocitos (Makara, MA. Et al., 2018). Una variante del gen SCN5A en el motivo
de unién a ANKG de NaV1.5 se ha asociado con el sindrome de Brugada y la arritmia B.M.
Kroncke, BM. Et al., 2018). Esta misma variante es una variante de pérdida de funcion
cuando se expresa en cardiomiocitos primarios. Las variantes de AnkG se han asociado
con el sindrome de Brugada y, mas recientemente, con la miocardiopatia dilatada (Hong
K., 2005).

Una variante en KCNH2 (exdn 2: ¢.G275C: R92P) homocigota, de significado incierto, es
una variante de interaccion estructural. KCNH2 relacionado con el éter-a-go-go humano
(hERG1) codifica la subunidad a del canal Kv11.1, que subyace en la corriente de
K * rectificadora retardada de activacion rapida (IKr) en el coraz6n durante las fases 2y 3
del potencial de accién cardiaco, por lo que juega un papel importante en la repolarizacion
cardiaca (De Zio et al., 2019).

El analisis de esta variante revela que el residuo mutado se encuentra en una region
MilD_Hotspot para el sindrome LQT tipo 2 que contiene variantes altamente letales
(Kroncke, BM. Et al., 2019). Se ha informado previamente que variantes en el exén 7 del
gen KCNH2 causan muerte subita (Jia PL., et al., 2018), lo cual es consistente con los
efectos estructurales de las mutaciones en la proteina. Adicionalmente, es un gen que
presenta variantes prioritarias tipicamente asociados a canalopatias y muerte subita
(Anderson et al., 2006; Garg et al., 2018; Gema Mondéjar-Parrefio, 2021).
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Para este caso, la mutacion en el gen KCNH2 podria ser la responsable de la causa de la

muerte.
1.4 Discusion

La muerte sUbita cardiaca al ser una enfermedad compleja y dada la variabilidad genética
gue se presenta en los diferentes individuos, su diagnostico se hace muy complicado
(Castiglione, Vincenzo et al., 2021). Sin embargo, no es sencillo su diagnéstico debido al
tipo de cardiopatia o canalopatia cardiaca y las comorbilidades asociadas (Khairy P., et al.,
202).

Con el avance tecnolégico de la secuenciacidbn masiva que permite obtencién de grandes
cantidades de datos en tiempos muy cortos y el desarrollo bioinformatico que permite
procesar esos datos, poder estudiar el sustrato molecular de los genes asociados a este

tipo de enfermedades es muy importante (Neubauer, J., et al. 2018; Raquel N., et al. 2022).

En este capitulo se presentd un procedimiento de autopsia molecular post mortem en la
investigacion y deteccién de enfermedades genéticas letales que podrian haber contribuido
a un evento de muerte subita. Para ello se realizé el andlisis del exoma clinico, que permitié
amplificar 4834 genes, utilizando la estrategia de enriguecimiento nextera y utilizando el
secuenciador de NGS Miseq. Sin embargo, el andlisis se enfocé solo al estudio de 67
genes asociados a muerte subita cardiaca, teniendo en cuenta principalmente las
canalopatias cardiacas y variantes de significado incierto (Bezzina et al., 2015; Fadel S., et
al., 2020).

Una vez seguido los protocolos de secuenciamiento en las instalaciones del Instituto
Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses, se evaluo la calidad del secuenciamiento
in situ para obtener una vision general del comportamiento de la secuenciacién y del
protocolo aplicado. Asi se observo si los datos obtenidos son de calidad esperada para
continuar con los demas procesos de andlisis. Se emplearon varios algoritmos de
alineamiento complementarios, como paso clave en la deteccién de potenciales variantes

de interés, este analisis siempre se realiz6 contra el genoma de referencia GRCh37/hg19.

Es importante mencionar que la utilizacion del método enzimético transposasa si bien
mejora la preparacion de librerias (Kia et al, 2017), este método a su vez es muy sensible

a la cantidad y calidad del ADN de partida, lo que puede producir sesgos a la hora de
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utilizar este tipo de fragmentacién. Este trabajo present6 ese reto ya que presente estudio,
se trabajaron con muestras postmortem que llevaban mucho tiempo almacenadas en el
Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses lo cual puedo afectar la calidad
del ADN, tal como se puede observar en la figura 1.4 en la visualizacion con IGV donde en
el gen CACNAI1C hay regiones con baja cobertura.

En el trabajo realizado por Manase y colaboradores (Manase et al, 2014) donde estudiaron
la profundidad y cobertura en 50 genes relevantes en cardiologia, encontraron que
solamente existia una cobertura y profundidad adecuada >30X en el 64% de los genes
estudiados. Es por ello que 30X fue la profundidad que se tuvo en cuenta para la seleccién
de variantes en los pasos de filtrado para el lamado de variantes.

Otro factor importante que se debe tener en cuenta, es la identificacion de variantes
relevantes para genomica clinica que debe ser consistente y precisa, ya que se pueden
encontrar variantes falsas que podrian llevar a un mal diagnoéstico generando costos
personales y sociales en la genémica clinica (Hwang, S., et al., 2015), por lo tanto, el
llamado de variantes en cada una de las plataformas de secuenciacién es muy importante

para detectar falsos positivos.

En los estudios de gendémica utilizando la secuenciacion con NGS es muy frecuente utilizar
la combinacién de software de alineacién de secuencia y llamado de variantes con el fin
de obtener los mejores resultados y estar seguros de que las variantes encontradas se
pueden asociar con una determinada enfermedad o que no son el producto de falsos
positivos causados por el método de secuenciacion utilizado (Li Heng, 2014; Pabinger S.,
et al., 2014; Hwang, S., et al, 2015; Cornish A and Guda Ch., 2015; Sandman S., et al.,
2017; Yao et al. 2020, Hsin-N L and Wen-L H., 2021). Es por ello que en esta tesis se
recurrié al uso de tres herramientas de llamado de variantes GATK-HC, Samtools mpilup y
Freebayes combinado con los alineadores de secuencia anteriormente mencionados

permitieron tener un panorama general de las variantes encontradas en comun figura 13.

Cuando se utiliza, Bowtie2, gsnap y Novoaling, junto con los tres llamados de variantes, se
encuentran el mismo numero de llamada de variantes en comun esto concuerda con lo
reportado previamente en la literatura (Cornish A and Guda Ch., 2015; Sandman S., et al.,
2017), por el contrario, cuando se utiliza bwa-men, con los tres llamados de variantes, se

observa que en comun se encuentran 89 variantes. Relevante es que GATK identifica un
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gran numero de variantes independientes, por el contrario, entre Freebayes y Samtools se
identifican el mismo numero de variantes. Sin embargo, hay que tener en cuenta que con
Freebayes se pueden presentar mas falsos positivos que con Samtools por el tipo de

algoritmo que maneja caca uno.

La eliminacion de variantes con puntuacion baja puede aumentar la proporcion de
verdaderos positivos del total de llamado de variantes. Estos resultados sugieren que
Freebayes podria ser la mejor opcion para llamar variantes si solo se consideran variantes
de alta calidad para el estudio. Los resultados con GATK-HC son de esperarse ya que
reporta Unicamente variantes cuyo puntaje de calidad es mayor a 30.

Adicionalmente, se deben tener en cuenta aspectos como:

e Durante el preproceso de alineacion GATK descarta lecturas con baja
calidad de mapeo, pero samtools usa todas las lecturas de forma
predeterminada.

e Modelo de probabilidad de genotipo SNP: GATK asume que los errores de
secuenciacion son independientes, mientras que samtools cree que el
segundo error tiene una mayor probabilidad. Modelo de probabilidad de
genotipo Indel. Esta es una de las principales diferencias entre samtools y
GATK. El modelo de Samtools se deriva de BAQ. El modelo de GATK se
derivé del modelo de Dindel.

e Samtools utiliza filtros ajustados a mano, mientras que GATK aprende filtros
a partir de datos. Por supuesto, el enfoque de GATK es mas conveniente y
poderoso, al menos para llamadas de variantes humanas donde tiene
suficientes datos para entrenar el modelo y no necesita sitios no
polimorficos.

e Otras caracteristicas especificas de GATK: llamado de haplotipos,
realineacion Indel, entre otras.

e Otras funciones especificas de samtools: analisis sin genotipos, fases

fisicas, etc.

Claramente, hay mucha variacion en los nimeros generados por cada herramienta de
llamado de variantes. Sin embargo, uno puede encontrar algunos puntos en comun en los

nameros que probablemente provengan de los origenes algoritmicos de cada herramienta.
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Freebayes produce tanto la mayor cantidad de variantes sin filtrar como la mayor cantidad
de falsos positivos. Es probable que solo veamos este tipo de rendimiento de esta
herramienta debido al hecho de que, si bien no es el Gnico emisor de variantes basado en
la inferencia bayesiana, es Unico en su interpretacion de las alineaciones. Es decir, es un
llamador basado en haplotipos que identifica variantes en funcién de la secuencia de las
lecturas en lugar de la alineacion, la ultima de las cuales es la forma en que opera
UnifiedGenotyper de GATK.

Una vez realizado los filtros correspondientes, se obtuvieron un total de 21 variantes en 14
genes de relevancia clinica. Se encontré que, de las 21 variantes, 19 tenian un ID asociado,
y para las otras dos en los genes TTN y KCNH2 aulin no se les ha asignado un ID. Por otra
parte, se encontraron nueve variantes de significado incierto, su clasificacion es debido a

gue no existe evidencia suficiente para definir su papel funcional en el fenotipo.

En 2015, el ACMG/AMP publicé pautas clinicas sobre la clasificacion genética de variantes
basadas en varios elementos, como predicciones in silico, frecuencias de poblacion global
y andlisis funcional in vivo/in vitro (S. Richarrds, et al., 2015. En los dltimos afios, se han
publicado informes adicionales que incluyen modificaciones de estas guias, mejorando la
clasificacion patogénica potencial de variantes raras (M. Lek, et al., 2016; Y. Kobayashi, et
al., 2017; A.N. Abou Tayoun, et al., 2018).

Adicionalmente, ACMG en el 2022 realiz6 una actualizacion de las pautas de clasificacion
de variantes (patégeno, probablemente patégeno, predisponente, probablemente
predisponente, significado incierto, probablemente benigno y benigno) (Masson E., et al.
2022). En la actualidad, no existen lineamientos forenses sobre el manejo e interpretacion

de los casos en los que se encuentran este tipo de variantes.

Aunque existen directrices para la investigaciéon de autopsia de muerte sUbita cardiaca
establecida por la Asociacion Europea de Patologia Cardiovascular (Basso C., et al. 2017)
y las guias para el manejo de muerte subita en adultos (Sessa F., et al., 2021), donde

recomiendan el trabajo multidisciplinario para este tipo de casos.

El abordaje de autopsias moleculares propone la implementacién de metodologias dentro

del contexto forense, para poder realizar una correcta correlacion con los hallazgos de la
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autopsia, ya que en la mayoria de los casos de muerte subita no se cuentan con datos
antemortem y mucho menos el acceso a informacion de familiares dificultando la
interpretacion. Estos casos se debe realizar analisis funcionales in silico que ayuden a
asociar la patogenicidad de las variantes. Para el presente proyecto se complemento este

tipo de analisis que sera abordado en el capitulo 4.

En cuanto a las variantes asociadas a cardiomiopatias, se observa que presentan un
impacto moderado, y que existe una discrepancia en cuanto al significado clinico pese a
estar asociadas a algun tipo de miocardiopatia. Se encontraron los genes TTN, DSP y
MYBPC3 que han sido catalogados como prioritarios, es decir claramente asociados a la
enfermedad y recomendados para el andlisis en las guias de practica clinica (Corrado D.,
et al., 2015).

En cuanto a las canalopatias cardiacas, se encontraron variantes en los genes TRDN,
AKAP9, ANK2, CACNA1C y en KCNH2, estos dos ultimos genes son muy relevantes al
momento de estudiar este tipo de patologias, dada su complejidad e interaccion con otros
genes (Campuzano O, et al., 2015; Magi, S., 2017; Fernandez-Falgueras A, 2017; Fonseca
DJNdO, Silva MJLVd, 2018; Skinner JR et al, 2019; Jonathan R., 2019; Alabdulgader
Abdullah, 2021).

Uno de los factores que afectdé la complejidad de la interpretacion de los datos de
secuenciacion de proxima generacion en este estudio fue la falta de antecedentes clinicos
disponibles, que dificulta evaluar el papel de variantes raras, supuestamente patogénicas,
en casos que se presentaron como muerte subita inesperada, en los que se debe

considerar una posible enfermedad cardiaca hereditaria.

Observando los casos 2, 3, 4y 5 que se trataron de lactantes de 2 a 3 meses, las variantes
observadas posiblemente contribuyeron a la muerte, y probablemente otros factores
también contribuyeron, esta nocion resulta concordante con la hipétesis del triple riesgo de
fue propuesto por primera vez en 1994 por Filiano y Kinney (Filiano H. Kinney A. 1994): en
estos casos los bebés se encontraban en una etapa critica de su desarrollo, el evento
desencadenante pudo haber sido alguna tipo de infeccion, y la predisposicién puede haber

sido las variantes genéticas.
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La ocurrencia simultanea de estos eventos pudo dar como resultado una arritmia cardiaca
gue finalmente condujo a la muerte. Estudios han revelado que sintomas de la fiebre puede
desencadenar eventos mas graves, como un paro cardiaco en personas con sindrome
Brugada (Amin AS., et al. 2008). Esta hip6tesis se apoya en el caso V que presentaba un

cuadro de conjuntivitis y que tenia variantes genéticas en DSG2y TTN.



2. Analisis in silico de genes asociados a
canalopatias cardiacas y miocardiopatias
usando la base de datos de mil genomas

2.1 Introduccién

Las enfermedades de origen cardiovascular son una de las principales causas de muerte
sUbita cardiaca (MSC), se ha estimado una incidencia al rededor del 20% en paises
industrializados y por lo cual se han convertido en problema de salud publica (Basso C., et
al., 2008; Adabag AS., et al. 2010). Ademas, por su caracter sorpresivo la MSC se asocia
a diversos conflictos medicolegales y, por ende, su abordaje diagnostico en el ambito
forense es de gran importancia. Las miocardiopatias y canalalopatias son las mas
frecuentes, con un componente hereditario. Las miocardiopatias hereditarias como la
miocardiopatia hipertréfica, miocardiopatia dilatada y la miocardiopatia arritmogénica, son
dificiles de diagnosticar ya que presentan minimos cambios estructurales en el corazén
(Ackerman MJ., et al. 2011). Por otro lado, las canalopatias, afectan el ritmo cardiaco y la
conduccion eléctrica cardiaca desencadenando un paro cardiaco repentino, lo cual

también dificulta su diagnéstico (Narula N., et al., 2015; Neubauer J., et al., 2016).

Con los estudios genéticos de MSC, se han logrado identificar variantes en genes
codificantes en cuatro familias de proteinas: sarcoméricas (asociada a cardiomiopatia
hipertrofica (Geisterfer-Lowrance AA., 1999), citoesqueléticas (asociada a miocardiopatia
dilatada (Burkett EL., y Hershberger RE. 2005), desmosomicas (asociadas a displasia
arritmogénica de ventriculo derecho (Tomé EM., et al. 2004) y canales iénicos (asociadas
a enfermedades eléctricas, como el sindrome QT largo (SQTL (Zipes et al. 2006),
Sindrome QT corto (SQTC) (Priori SG., et al. 2005), sindrome de Brudaga (SBr) (Brugada

P and Brugada J. 1992), Taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica (TVPC)



(Priori SG., et al. 2001) y Sindrome de Repolarizacion Precoz y Fibrilacion Ventricular
Idiopatica (SRPyFVI ) (Valdivia CR., et al. 2010), en el avance inicial del estudio de estas
enfermedades se logré establecer la base genética de herencia mendeliana.

Las cardiomiopatias y canalopatias presentan una alta heterogeneidad genética y
expresividad variable debido al gran nimero de variantes que pueden llegar a tener alguna
incidencia, por lo cual son clasificadas como enfermedades complejas, dificultando la
estratificacion del riesgo (Priori SG. 2009; Tester DJ., and Ackerman MJ., 2011). Sumado
a ello, en los andlisis experimentales se requiere contar con un elevado nimero de

pacientes y controles, lo que dificulta su andlisis.

Sin embargo, gracias a los diferentes proyectos de genotipado masivo como es el proyecto
de mil genomas (Durbin RM., et al. 2010), se puede realizar un analisis in silico, basado en
las alteraciones de la secuencia de nucle6tidos o aminoacidos y su comparacion con el
genoma de referencia, para correlacionar el efecto de una determinada mutacion con el
fenotipo del individuo, lo cual es mas rapido, que permite estudiar grupos de genes de

forma masiva a un bajo costo.

2.2 Objetivo

analizar genes asociados a miocardiopatias y canalopatias cardiacas en la base de datos
de los mil genomas (http://www.internationalgenome.org/), describir las frecuencias de
variantes en los diferentes grupos poblacionales, incluyendo la poblaciéon colombiana, e

investigar el patrén de patogenicidad que pueden tener.

2.3 Metodologia

Utilizando la base de datos de mil genomas, se obtuvieron los datos pertenecientes a 2504
individuos, las secuencias de estos fueron alineadas con el genoma de referencia hgl9
(Miga KH., et al. 2014), usando el software snpEff (Cingolani P., et al. 2012), una
herramienta que permite predecir efectos en las variaciones genéticas y las alteraciones a
nivel de aminoacidos. El céalculo de frecuencias se realiz6 utilizando el software “Whole
genome association analysis tolset” (PLINK 1.9) (Shaun Purdell. 2010). Se analizaron en
total 84 genes reportados en la literatura asociados a miocardiopatias y canalopatias

cardiacas.



La patogenicidad de las diferentes variantes en los genes CACNALC, CACNB2, CTNNA3,
DSP, KCNAB1, KCND2, KCNJ11, CINQ1, NOS1AP, PRDM16, RYR2, SCN10A, SCN5A,
SLMAP y TRDN, se estimé a cabo mediante las herramientas de prediccion SIFT (Kumar
P., et al. 2009), POLYPHEN (Adzhubei VA,, et al. 2010), LRT (Chun, S., & Fay, JC. 2009),
MUTATION-TASTER (Schwarz, JM., et al. 2014), MUTATION-ASSESOR [Reva B., et al.
2011), FATHMM (Shihab, HA. Et al. 2012), RadialSVM-pred, (Zou, C. et al. 2013), LR-pred
(Dong C., et al 2015), y bases de datos CLINVAR y dbSPN (Kitts A., et al. 2002), donde
cada predictor utiliza un algoritmo especifico basado en distintas caracteristicas que
buscan determinar el efecto de las variantes en la estructura y funcion de las proteinas y
su posible patogenicidad. La figura 2.1a muestra el pipeline de analisis, utilizando el

software anteriormente mencionado.

p
-

Figura 13 Pipeline utilizado para el andlisis de la informacion de la base de
datos de mil genomas.



2.4 Resultados

Un total de 226 variantes diferentes fueron identificadas en 1217 individuos (48.6%)
provenientes de la base de datos de los mil genomas, se observa que el mayor nimero de
variantes se encontraron en los genes DSP, SCN5A, SCN10A, RYR2 y PRDM16, Tabla
2.1.

Tabla 2 1. Numero de variantes encontradas en los genes asociados a cardiomiopatias y
canalopatias en la base de datos de los mil genomas.

Gen No. de variantes | No. de Individuos %
CACN1C |6 16 0.6389
CACNB2 |3 8 0.3195
CTNNA3 | 2 3 0.1198
DSP 52 180 7.1885
KCNAB1 2 7 0.2795
KCND2 3 11 0.4393
KCNJ11 6 12 0.4792
KCNQ1 8 20 0.7987
NOS1AP |4 35 1.3977
PRDM16 |28 130 5.1917
RYR2 25 134 5.3514
SCNI10A 36 101 4.0335
SCN5A 39 350 13.9776
SLMAP 10 12 0.4792
TRDN 2 17 0.0891

Adicionalmente, se encontraron dos variantes de stop gained para el gen DSP
(rs138907450 y rs28763965).

En la figura 2.2 Se puede observar el numero de individuos con variantes en cada grupo
poblacional, por ejemplo, para el gen SCN5A (asociado al sindrome de Brugada (SBr)) en
la poblacion africana se presentd el mayor numero de individuos con variantes, el gen DSP
(asociado a cardiomiopia arritmogénica del ventriculo derecho (ARVC) esté presente en

todas las poblaciones con un nimero considerable de variantes.
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Figura 14. Numero de individuos con variantes por gen en las poblaciones de los 1000
genomas

Figura 2.2 Numero de Individuos con variantes por gen en las poblaciones analizadas.

El andlisis de Variantes asociados a miocardiopatias y canalopatias cardiacas que se
muestra en la figura 2.3, evidencia la expresividad variable o heterogeneidad clinica, donde
diferentes Variantes van a dar lugar a una misma enfermedad, y un mismo SNP va dar
lugar a diferente fenotipo. Se observa que la poblacién AFR presenta la mayor frecuencia
de canalopatias como son LQTS3 y BrS, seguida por la poblacién SAS, con el BrS1, LQTs
y fenotipo cardio vascular. En cuanto a miocardiopatias se presentan con mayor frecuencia
en la poblacién EUR, en el caso de la poblacion CLM, puede ser debido al tamafio de

muestra.

Al realizar la prediccién in silico de patogenicidad con los diferentes predictores (figura 4),
se observa una variabilidad de la patogenicidad, esto es debido al tipo de algoritmo que
maneja cada uno de los predictores, haciendo que la interpretacion de la patogenicidad
sea muy complicada, porque un mismo Variantes puede tener diferente grado de

patogenicidad o no ser patogénica.
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Figura 16 Prediccion in silico, para la patogenicidad. En el eje Y se muestra el nivel de
patogenicidad y en el eje X el nimero de variantes con cada uno de los predictores de
patogenicidad.

En cuanto la significancia clinica de cada una de las variantes encontradas por gen (tabla
2.2), se observa que las variantes tienen un gran espectro, sin embargo, hay variantes que
presentan conflicto de interpretacion de patogenicidad, que se deben tener en cuenta para
estudios posteriores, como que tanto afectan la estabilidad funcional de la proteina
(Radusky L., et al. 2018; Neetu S., et al. 2022).



Tabla 2.2. Significancia clinica de las variantes priorizadas.

GEN Variante Significancia clinica
CACNAILC :igggg?;z rs193586997 y patogénicos
:ziigggg(l)iérSZOBQZSM Y Conflicto de interpretacién de patogenicidad
CACNB2 |rs148638262 patogénico
rs191098369 y rs150722502 |contradictorio
CTNNA3 |rs373081692 y rs200392000 |Conflicto de interpretacion de patogenicidad
rs17604693, rs141163578,
DSP rs2491080, rs138907450, patogénicos
rs200331083, rs181608152,
rs147000526 y rs201863784
39 SNPs (rs78652302) Conflicto de interpretacién de patogenicidad
5 SNPs Benignos
KCNAB1 |rs376655720 y rs200440614 |Conflicto de interpretacion de patogenicidad
KCND2 rs146058924 y rs367713278 |patogénicos
rs35460901 contradictorio
KCNJ11 rs114613745 y rs149667199 |patogénicos
:iiglresé7970132§9079635 Conflicto de interpretacion de patogenicidad
rs143709408, rs75813654,
KCNQ1 rs120074193, rs199472776, [patogénicos
rs140452381 y rs199472811
15199473446 y rs12720457 Conflicto de interpretacién de patogenicidad
NOS1AP |rs3700143137 y rs142303407 |patogénicos
rs148930944 contradictorio
rs34398505 Benigna
PRDM16 |20 SNPs Conflicto de interpretacion de patogenicidad
8 SNPs Benigna
rs370057029, rs200685968,
rs190140598, rs182778119,
rs180862949, rs202015519,
RYR2 rs368040638, rs149514924, patogénicos
rs79457258, rs142498105,
rs370331492, rs186906598,
rs140798752, rs377136047,
rs191850147 y rs181732213
9 SNPs Conflicto de interpretacion de patogenicidad
SCN10A 5|Conflicto de interpretacion de patogenicidad
SCN5A 12| Conflicto de interpretacion de patogenicidad
SLMAP 10]Conflicto de interpretacion de patogenicidad
TRDN 2| Conflicto de interpretacion de patogenicidad

Al comparar las poblaciones, se encuentra que los Variantes rs14604693 (DSP) y
rs187194973 (PRDML16), patogénico y con conflicto de interpretacién de patogenicidad
esta presente en las cinco grandes poblaciones, el primero asociado a cardiomiopatias y

el segundo a no compactacién ventricular izquierda.

2.5 Discusion

La poblacion de AFR presenta el mayor numero de variantes, en total 86 (patogénicas 36,
conflicto interpretacion patogenicidad 42 y Benignas 7), en los genes SCN5A, SCN10A,
KCNQ1, DSP, RYR2 y NOS1AP, esto debido a la diversidad genética y a la antigliedad de



la poblacion; la segunda es la poblacién EAS con 66 variantes (patogénicas 23, conflicto
interpretacion patogenicidad 39 y Benignas 3) en los genes SCN5A, SCN10A, KCND2,
RYR2 y DSP.

La poblacion EUR 61 variantes (patogénicas 31, conflicto interpretacion patogenicidad 28
y Benignas 4) en los genes RYR2, SCN10A, SCN5A, DSP, KCNQ1 y CACNAL1C y KCNJ11.
La poblacion de AMR 60 variantes (patogénicas 20, conflicto interpretacion patogenicidad
35 y Benignas 5) en los genes SCNA10OA, SCN5A, CACNA1C, KCNQ1, RYR2, DSP y
CACNB2, dentro de esta poblacion la CLM tiene 17 variantes (patogénicas 4, conflicto
interpretacion patogenicidad 11 y Benignas 2), en los genes RYR2, DSP, y KCNQL1.

La poblacion SAS con 38 variantes (patogénicas 13, conflicto interpretaciéon patogenicidad
23 y Benignas 2) en los genes SCN5A, SCN10A, RYR2, NOS1AP, DSP y KCNJ11.

En las poblaciones AFR, AMR, EAS, EUR y SAS se encontraron variantes con frecuencias

menores a las minimas asociados a canalopatias cardiacas y patogénicos (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Variantes patogénicas con frecuencias menores a las minimas por super
poblacion.

Poblacion | Variante

AFR rs370057029, rs150264233, rs199473303,
rs199473147, rs146848219, rs115463830 y

AMR rs199473187, rs20164141342, rs145712124,
rs120074193, rs199472811 y rs200941579

EAS rs37033131492, rs199473180, rs45475899 y
rs141648641

EUR rs0140598, rs79457258, rs186906,598,
rs377136047, rs199473603, rs201276017,

SAS rs37033131492, rs199473180, rs45475899,
rs141648641, rs192379242, rs199473183 y

Igualmente, variantes asociadas cardiomiopatias en AFR (rs147000526), EUR
(rs141163578), SAS (rs199473339).

Las diferencias entre el numero de Variantes asociados a canalopatias y cardiomiopatias,

podria deberse a que las canalopatias son dificiles de detectar y en algunos casos hay que



realizar pruebas de esfuerzo o de susceptibilidad a medicamentos para que se puedan
evidenciar en los electrocardiogramas (ACCF, 2011).

Adicionalmente, se detectd el SNP rs138404783 asociado a sindrome de dolor episédico
familiar, un sindrome asociado a variantes en los canales de sodio que afecta los sensores
neuronales, este sindrome es muy frecuente en poblaciones japonesas (Okuda H.; et al.
2016).

Para la poblacibn CLM se encontraron dos Variantes patogénicos, el rs120074193
(asociada a SQTL en el gen KCNQ1) (Kapplinger JD., et al. 2009; Verma R et al., 2010;
Ware Js et al. 2012) y el rs182778119 (Taquicardia ventricular polimorfica
catecolaminérgica (TVPC) gen RYR2) que se encuentra en otra poblacién americana (aun
no hay reportes en ncbi ni en ClinVar).

Si bien los resultados obtenidos podrian estar afectados por los tamafios poblaciones, este
trabajo proporciona informaciéon preliminar sobre posibles variantes asociadas a
enfermedades en cada una de las poblaciones, generando interés en la ampliacién de los
tamafos muestrales. De esta forma aumentar datos que ayuden en la estatificacion del
riesgo de este tipo de enfermedades en la poblacién, para que en el futuro se desarrollen
estrategias de prevencion de la muerte subita cardiaca.

De los resultados dos aspectos a tener en cuenta el primero que se encontraron 114
Variantes que presentan un conflicto de interpretacion de patogenicidad con los predictoras
in-silico. Hallazgo interesante que conlleva a proponer otros estudios que ayuden a
dilucidar su patogenicidad y deben ser tenidos en cuenta cuando se realicen estudios de
caso-control y teniendo presente el protocolo de significancia clinica de las variantes

genéticas Duzkale H., et al., 2013).

El segundo aspecto, es sobre los resultados concordantes con los diferentes estudios que
soportan la heterogeneidad genética y la expresividad variable de este tipo de
enfermedades (Priori SG et al.,, 2013), las canalopatias cardiacas que pueden ser
causadas por variantes en un gen o en varios genes, esto se puede evidenciar en la figura
2.3.

Se destaca que, si un individuo presenta una determinada variante, no es indicativo que
vaya a desarrollar la enfermedad, puesto que ademas de los factores ambientales también

pueden existir modificadores genéticos que disminuyen o suprimen la gravedad de la



enfermedad (Ali J. M. 2020; Ellingford, J.M., et al. 2022), por otro lado, los efectos de
penetrancia, expresividad, dominancia y pleiotropia [Jesse D., et al. 2017; Eloisa A., et al.
2022], aspectos que no se mencionaron durante el presente trabajo, pero que se tendran

en cuenta en una futura investigacion.



3. Prevalencia de variantes asociadas a
canalopatias cardiacas en una muestra
poblacional

3.1 Introduccién

Las canalopatias cardiacas son un grupo de arritmias malignas en un corazén normal,
estos trastornos cardiacos, pueden ser de origen tanto genéticos heredables, como
adquiridos, que predisponen a los individuos afectados a la muerte subita como resultado
en los cambios en la expresién o la modificacién postraduccional de los canales iénicos o
alteraciones en proteinas asociadas dentro del corazén (Ackerman, MJ et al., 2011,
Chockalingam, P. et al., 2012; Priori SG, et al., 2013; Schober T. et al., 2012)

Se ha estimado que la prevalencia de este tipo de trastornos oscila entre 1 de cada 2.000
y 1 de cada 3.000 personas (Schwartz et al., 2009), y que representan aproximadamente
un tercio de las enfermedades inexplicables en casos de muertes subita cardiaca (MSC)
(Behere & Weindling, 2015; Chockalingam & Wilde, 2012). Sin embargo, estas tasas
pueden ser una subestimaciéon porque muchas personas son mal diagnosticadas, ya que
se pueden presentar canalopatias a nivel cerebral como en casos de epilepsia (Wang, J.,
etal. 2014), o que no se diagnostican antes de la muerte por paro cardiaco repentino (Abriel
& Zaklyaminsaya, 2013; Krahn et al., 2013).

La MSC se puede presentar en nifios, adolescentes y adultos jovenes a los pocos minutos
del inicio de los sintomas cardiacos (Ellison, 2015). En estudios recientes se ha encontrado
gue alrededor del 30% de las autopsias negativas en individuos jovenes (<15 afos)

posiblemente podrian explicarse por variaciones patogénicas en los genes relacionados



con canalopatias. (Campuzano, U. et al., 2014). Adicionalmente se ha encontrado que
aproximadamente dos tercios de los sobrevivientes de un paro cardiaco repentino son
posteriormente diagnosticados con una condicién de canalopatia (Behere & Weindling,
2015).

Los sintomas de presentacion comunes en las canalopatias cardiacas incluyen sincope
palpitaciones, episodios de contencién de la respiracion y episodios similares a
convulsiones (Chockalingam & Wilde, 2012). Las canalopatias cardiacas mas prevalentes
son el sindrome de QT largo (LQTS) (Gollob MH, et al. 2011), el sindrome de Brugada
(BrS) (Brugada R., et al., 2003), el sindrome de QT corto (SQTS) (Stabile G, et al., 2013) y
la taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica (TVPC) (Medeiros-Domingo A, et
al., 2009).

En los dltimos afios, los avances tecnolégicos en el campo de la genética han facilitado la
implementacién de paneles de genes para la deteccién de mutaciones, en un corto periodo
de tiempo (Ankala A., et al. 2015). La aplicacion de esta tecnologia a la cardiologia ha
facilitado la identificacion de varios genes clave asociados con la MSC. Como resultado,
las pruebas genéticas se han incorporado progresivamente al diagndstico clinico, lo que
ayuda a identificar la causa de la enfermedad en pacientes clinicamente afectados y en
casos post mortem no resueltos, asi como a identificar factores de riesgo en portadores
asintomaticos (Campuzano, et al., 2014).

En Colombia, con el decreto 786 de 1990, se establecid la realizacion de necropsias
medico legales obligatorias, en casos de homicidio, suicidio y accidente o cuando se
sospechen de estos, adicionalmente, estan indicadas para aquellas muertes donde no

existe una causa clara del evento que conduce al deceso (DG-M-P-016- V3-2021).

La importancia de la investigacién: en primer lugar, epidemiolégicamente, contribuira a
afinar el diagnéstico de enfermedades hereditarias capaces de provocar arritmias letales,
con el consecuente consejo genético que se puede derivar de este hecho para los
familiares. En segundo lugar, generara conocimiento para docencia y para ayudar al
diagnostico de los portadores de estos padecimientos; y en tercer lugar establecerd las
bases y pardmetros para efectuar pruebas moleculares en autopsias médico legales
(Sarquella-Brugada et al, 2016) u hospitalarias que no consigan aclarar morfolégicamente

la causa de muerte subita cardiaca, para brindar un diagnéstico mucho mas preciso.



3.2 Objetivo

Determinar de forma indirecta la prevalencia genética de canalopatias a partir de casos
de muerte subita mediante el andlisis de distribucién de variantes identificadas por el

estudio exdmico, asi como las reportadas en otras poblaciones.
3.3 Metodologia

Se realizo una revision sistematica de 511 protocolos de necropsia (afios 2015 a 2020),
teniendo en cuenta los criterios de inclusion y exclusion establecidos previamente en el
capitulo 1. De los cuales se seleccionaron 96 casos para el analisis.

Para el andlisis de las muestras, se continuo con la misma metodologia establecida en el
capitulo 1, para la extraccion y cuantificacion del ADN, construccion de librerias,
secuenciacion, alineamiento y filtrado de las variantes de interés.

El panel de secuenciacion utilizado para en este capitulo fue el TruSight™Cardio, que
contine 174 genes asociados a enfermedades cardiacas. Este kit, maneja la misma
metodologia que el kit TruSight™One utilizado en el capitulol.

3.4 Resultados y Discusion

Para los analisis solo se tuvieron en cuenta 68 casos en los cuales se logré obtener
informacién para alguna de las variantes. Una vez realizado el andlisis de datos crudos,
las anotaciones y el filtrado de variantes teniendo en cuenta las recomendaciones de la
ACC/AHA/ESC 2006, HRS/EHRA 2011 y HRS/EHRA/APHRS 2013.

En la figura 3.1, se muestra los rangos de edades de los casos analizados, se observa
gue se seleccionaron en total 15 casos en nifios menores de 5 afios, no se tomaron casos

femeninos para los rangos de 6 a 10 afios y de 11 a 15 afios.

Rango de edades de muestras analizadas
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Figura 17 Rango de edades por genero de las muestras analizadas



Se construyo en hetmap en R, con el fin de poder observar mejor la tipificacion de cada
una de las variantes asociadas a enfermedades cardiovasculares (Figura 3.2)
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Figura 18 Distribucién de las variantes tipificadas para cada uno de los individuos
analizados.

La variacion que se observa estd dada por el espectro de edad de los individuos, con

rangos desde 2 meses a 40 afios.

3.4.1 Estimacién de haplotipos

Al observa la gréfica de distribucion de variantes, llamo la atencién cuatro variantes a las
gue se les realizo una estimacion de haplotipos (ver tabla 3.4), (rs181494964, rs3741315
y rs7124127) del gen SCNAB, ligeramente benignos, asociado a sindrome de Brugada tipo



4y a fenotipo cardiovascular; Sindrome SQTL y Sindrome Romano-Ward; y (rs743547) del
gen TAZ, benigno asociado al sindrome de Barth Cardiomiopatia ho compactante del
ventriculo izquierdo, Cardiomiopatia dilatada 3B. Mutaciones en el TAZ, conduce a la
deficiencia severa de cardiolipina que da lugar a la disfuncién de la cadena respiratoria,
variantes patogénicas pueden ser letales y por eso este gen se ha incluido dentro del grupo
de genes asociados a muerte subita cardiaca en nifios menores de 2 afios, la edad de
supervivencia al sindrome de Barth esta entre los 3 afios y 13 afios de edad. (Mazurova S.
et al., 2013)

Tabla 3.1. Estimacién de haplotipos para las variantes: rs1814964, rs3741315, rs7124127,

rs743547, mediante la libreria haplo.em en R.

Haplotipos
a) | rs1814964 rs3741315 rs7124127 hap.freq Detalles
1 1 1 0.37805 Inlike = -3993803
2 |1 1 2 0.00000 Ir stat for no LD = 193.2914
3|1 2 1 0.00000 df =-1
4 |1 2 2 0.02439 p-val = NA
5|2 1 1 0.00000
6 |2 1 2 0.00000
7 |2 2 1 0.00000
8 |2 2 2 0.59756
b) | rs1814964 rs7124127 rs743547 hap.freq
1)1 1 1 0.07809 Inlike =-69.41279
2 |1 1 2 0.27870 Ir stat for no LD = 68.84967
3|1 2 1 0.01445 df =2
4 |1 2 2 0.01046 p-val= 0
5 |2 1 1 0.00000
6 |2 2 1 0.57401
7 |2 2 2 0.04429
c) | rs3741315 rs7124127 rs743547 hap.freq
1 1 1 0.08036 Inlike =-62.95481
2 |1 1 2 0.27737 Ir stat for no LD = 98.32257
3|1 2 1 0.00000 df=10
4 |2 1 1 0.00000 p-val = NA
5|2 2 1 0.58525
6 |2 2 2 0.05701
d) | rs3741315 rs1814964 rs743547 hap.freq
111 1 1 0.07829 Inlike =-69.47916
2 |1 1 2 0.27925 Ir stat for no LD = 70.2575
3|1 2 1 0.00000 df =2
4 |2 1 1 0.01396 p-val =0
5|2 1 2 0.01016
6 |2 2 1 0.57406
7 |2 2 2 0.04428

En la tabla 3.2, estan codificados los alelos comunes y variantes como 1y 2, se puede ver
la presencia de varios haplotipos posibles entre los sujetos y se enumeran con una

frecuencia estimada de haplotipos. Claramente, los haplotipos no son igual de probables



como se esperaba del alto DL entre las variantes. Los haplotipos mas probables estan
resaltados en gris. En la tabla 3.2-a) los haplotipos mas probables son 1 y 8 con un
acumulado de que 97.561%; 3.2-b) 2 y 6 con 85.271%; 3.2-c) 2y 5 con 86.262% y 3.2-d),
haplo.em estima para cada sujeto la probabilidad de un haplotipo dado en cada uno de los

cromosomas del sujeto.

3.4.2 Variantes detectadas

Una vez realizado los diferentes filtros y teniendo en cuenta un MAF < 0.05, para
frecuencias poblacionales en mil genomas, Exome_AD y Genome_AD, y siguiendo las
recomendaciones para clasificar las variantes segun la ACMG, se encontraron 29 variantes
en 19 genes, la informacion de las variantes, su significacion clinica y los resultados con
los predictores de patogenicidad se presentan en las tablas (tabla3.c, 3d y 3e).

Se observan las variantes: exoénicas (12), UTR3 (7), UTR5 (2) y Splicing (2).

Adicionalmente se observa la variante exdmica de parada (c.C20497T:p.R6833X).

En TMEM43 (NM_024334:c.-142G>A), se encontré en 13 casos, resulta interesante esta
variante. La TMEM43 es una proteina transmembrana con cuatro dominios y se ha
informado que variantes en este gen causan la miocardiopatia arritmogénica (ACM)
(Bengtsson L and Otto H. 2008; Siragam V., et al. 2014). Recientemente, un estudio de
exoma, se identificé la variante TMEM43:p.S358L, autosomica dominante en una familia
con ACM en la cual 10 individuos afectados habian muerto de forma repentina (Shinomiya,
H. et al. 2021), lo que sugiere que se debe realizar estudios funcionales mas exhaustivos

de estas variantes en el TMEMA4.

Elgen TMPO (NM_001032283:¢c.*1A>G) en tres casos, TMPO codifica la proteina LAP2a,
gue contribuye a la regulacién del ciclo celular y la organizacién/expresién del genoma
(Gruenbaum, Y. et al.,, 2015). Variantes en este gen estan asociadas miocardiopatias
(Dechat, T., et al. 2000). En el afio 2005 se describid la variante TMPO:c.C2068T:p.A690C,
en dos hermanos afectados por DCM sin problemas significativos en la conduccion
cardiaca (Taylor, MRG. Et al., 2005), en el estudio realizado por Vadrot N. et al.,
encontraron las variantes raras TMPO (p.(Gly395Glufs*11), p.(Leul24Phe), p.(Ala240Thr)
y la variante frecuente (p.Arg690Cys) y con los estudios in silico validaron la patogenicidad

de las tres variantes raras (Vadrot N. et al., 2023). Con lo anterior, se confirma que las



variantes en TMPO estan asociadas a cardiomiopatias, y el gen se debe tener en cuenta

en los analisis de casos asociados a muerte subita cardiaca.

En el gen SELENON (NC_000001.11:25809790:C>T) en un caso, SELENON es una
proteina transmembrana localizada en el reticulo endoplasmico (Castets, P. et al. 2012),
variantes en este gen han sido asociadas miopatias congénitas, a disfuncién sistdlica del
ventriculo derecho secundaria a insuficiencia pulmonar y arritmias (Zhang S,. et al. 2021,
Karlijn Bouman. et al., 2022). En el estudio de Zhang S, et al., evidenciaron tres nuevas
variantes SELENON (c.1286 1288 del CCT, ¢.1078_1086dupGGCTACATA Yy c.785 G>C),
adicionalmente sugieren que este gen debe ser considerado como de diagnostico

diferfencial en pacientes adultos con compromiso respiratorio tardio (Zhang S, et al. 2021).

El gen TNNT2 (NM_001001432:c.*66G>A) en cinco casos, TNNT2 sintetiza la troponina T
cardiaca, variantes de este gen son la tercera causa de la HCM, aumenta la sensibilidad
de los miofilamentos Ca2+ y causa arritmogenesis (Messer et al., 2016). Adicionalmente,
variantes en TNNT2 también estan vinculadas con un mayor riesgo de arritmogenesis
ventricular y muerte subita a pesar de causar poca 0 ninguna hipertrofia cardiaca

especialmente en jovenes y adultos jovenes (Shafaattalab S., et al., 2021).

En TPM1 (NM_001018020:¢c.*119T>C) en tres casos, TPM1 produce la a-tropomiosina,
importante en el ensamblaje de la actina sarcomérica, se encuentra en el tejido del musculo
cardiaco y juega un papel clave en permitir que los muasculos se contraigan, variantes en
este gen han sido asociados a DCM, HCM, LVNCM y RCM (SJ Carlus. Et al., 2020; Larissa
M., et al. 2021; Man YMS., et al. 2022). Para este gen se han informado mas de 30
variantes que incluyen variantes sin sentido, de cambio de lectura debido a eliminacion. En
el estudio realizado por Man YMS., et al., reportan la nueva variante ¢.340G>C heterocigota
en una familia china (Man YMS., et al., 2022), los autores comentan que esta mutacién
aumenta la carga local positiva en una regidon de la molécula cargada negativamente y

altamente conservada.

En SCN4B (NM_001142349:¢c.*1071T>C) en cinco casos, Sub unidad B4 del canal de
sodio, es una proteina reguladora en el tejido cardiaco y desempefia un papel crucial en la

adhesion celular, la transduccién de sefiales, la expresion del canal en el sarcolema y la



dependencia de voltaje de compuerta de canal (Li, RG., 2013; José” P. Llongueras., et al.

2020). Variantes en este gen han sido asociadas a LQTS, BrS y fibrilacién atrial familiar

Tabla 3.2. Variantes seleccionadas para andlisis acorde a las frecuencias poblacionales
con MAF < 0.05.

caso | Gen rsID Func Variante genética y cambio de 2ygocidad MAF =< 0.05

AA 1000g ExomeAD | gnomeAD
7 TTN rs56273463 exonic c.C74017T:p.R24673C het 0.00279553 0.0056 0.0055
8 CTNNA3 | rs373233387 exonic c.A578G:p.Q193R hom Ausente 0,08541 0.0003
CACNAI1C | rs185788586 | exonic c.C5689T:p.R1897C het 0.00858626 0.0101 0.0018
9 KCNJ5 rs115012103 | exonic c.C121T:p.R41C het 0.00499201 0.0011 0.0026
10 DSP rs368802003 | exonic c.C12G:p.N4K 3.02 0.00199681 0.0052 0.0009
TTN rs764562311 exonic c.C41053T:p.P13685S het Ausente 0,01233 Ausente

TTN rs180694107 | exonic c.A1884C:p.R628S het 0.000399361 | 0,008137 | Ausente
11 CACNB2 |rs61733968 exonic c.C1651G:p.R551G het 0.00439297 0.0091 0.0099
CREBBP | rs146887252 | exonic c.G712C:p.V238L het Ausente 0.0004 0.0002
DSP rs368802003 | exonic c.C12G:p.N4K 3.02 0.00199681 0.0052 0.0009

14 TTN rs775186117 exonic c.C20497T:p.R6833X het Ausente 0,004641 Ausente
15 TMEMA43 | rs17038940 UTR5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0152
16 TMEMA43 | rs17038940 UTR5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0152
18 TMEMA43 | rs17038940 UTR5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0152
21 KCNE3 rs1009289016 | UTR3 NM_005472:c.¥1383C>T het Ausente Ausente Ausente
25 TNNT2 rs3729998 | UTR3 NM_001001432:c.*66G>A het 0.00738818 Ausente 0.0169
26 TNNT2 rs3729998 | UTR3 NM_001001432:c.*66G>A het 0.00738818 Ausente 0.0169
28 TNNT2 rs3729998 | UTR3 NM_001001432:c.*66G>A het 0.00738818 Ausente 0.0169
30 TMEMA43 | rs17038940 UTR5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0152
31 TMEMA43 | rs17038940 UTR5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0152
32 TMEMA43 | rs17038940 UTR5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0152
33 TMEMA43 | rs17038940 UTR5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0152
37 KCNE3 rs1009289016 | UTR3 NM_005472:c.*1383C>T hom Ausente Ausente Ausente
42 TNNT2 rs3729998 | UTR3 NM_001001432:c.*66G>A het 0.00738818 Ausente 0.0169
44 TNNT2 rs3729998 | UTR3 NM_001001432:c.*66G>A het 0.00738818 Ausente 0.0169
46 TMEMA43 | rs17038940 UTR5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0152
48 TMEMA43 | rs17038940 UTR5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0152
49 TMEMA43 | rs17038940 UTRS5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0152
51 SNTA1 rs41305789 UTR3 NM_003098:c.*343G>A het 0.0443291 Ausente 0.0143
52 SNTA1 rs41305789 UTR3 NM_003098:c.*343G>A het 0.0443291 Ausente 0.0143
54 SNTA1 rs41305789 UTR3 NM_003098:c.*343G>A het 0.0443291 Ausente 0.0143
57 CASQ2 |rs72554068 UTR3 NM_001232:c.*503G>A het 0.00199681 Ausente 0.0036
58 TMEMA43 | rs17038940 UTR5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0152
TMPO rs1058300 | UTR3 NM_001032283:c.*1A>G het 0.00279553 0.0035 0.0023
CASQ2 |rs72554068 UTR3 NM_001232:c.*503G>A het 0.00199681 Ausente 0.0036
59 TMEMA43 | rs17038940 UTRS5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0152
TMPO rs1058300 | UTR3 NM_001032283:c.*1A>G het 0.00279553 0.0035 0.0023
60 SCN4B rs117263855 | UTR3 NM_001142349:c.*1071T>C het 0.0313498 0.0343 0.0113
TPM1 rs138843544 | UTR3 NM_001018020:c.*119T>C het 0.0107827 Ausente 0.0250
61 SCN4B rs117263855 | UTR3 NM_001142349:c.*1071T>C het 0.0313498 0.0343 0.0113
TPM1 rs138843544 | UTR3 NM_001018020:¢.*119T>C het 0.0107827 Ausente 0.0250
62 SCN4B rs117263855 | UTR3 NM_001142349:c.*1071T>C het 0.0313498 0.0343 0.0113
63 SCN4B rs117263855 | UTR3 NM_001142349:c.*1071T>C het 0.0313498 0.0343 0.0113
TPM1 rs138843544 | UTR3 NM_001018020:¢.*119T>C het 0.0107827 Ausente 0.0250

AKAP9 rs4727267 UTRS5 NM_147185:c.-124G>C hom Ausente 0.8383 0.5967

65 ANKRD1 | rs10881855 exonic NM_014391:c.-145T>C hom Ausente 0.6558 0.6652
TMEMA43 | rs17038940 UTR5 NM_024334:c.-142G>A het 0.0451278 Ausente 0.0955
66 SELENON | rs147587542 | exonic NC_000001.11:25809790:C>T het 0.0101837 0.0256 0.0298
68 TTN rs775186117 | exonic ¢.C20497T:p.R6833X hom Ausente 0,004641 Ausente
74 CACNB2 |rs750396182 | splicing NM_020451.3:c.981C>T het Ausente 0.0008 0.0181
TMPO rs1058300 | UTR3 NM_001032283:c.*1A>G het 0.00279553 0.0035 0.0023
75 KCNH2 | NM_172057 splicing | NM_172057:exon7:c.1672+2T>G het Ausente 0.0032 0.0070
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En KCNE3 (NM_005472:c.*1383C>T) en dos casos, KCNE3 es una subunidad
transmembrana expresadas en el corazén y ligadas a arritmias cardiacas principalmente

como LQTS y BrS; presente junto a otras subunidades en la formacion de los poros de los

canales de potasio (Abbott GW. 2016; Ji Sun, Roderick M. 2020).

En CASQ2 (NM_001232:¢.*503G>A) en dos casos, CASQ2 es una proteina de union al
calcio localizada en el reticulo sarcoplasmico de las células cardiacas y del musculo

esquelético lento. Variantes en este gen causan CPVT inducida por estrés (Valle, G., et al.

2020; Kevin Ng., et al. 2020).
Tabla 3.3. Significado clinico de las variantes encontradas en cada uno de los casos.

Variante genéticay

caso cambioAA CLNDN CLNSIG
7 c.C74017T:p.R24673C HCM,DCM Conflicto de interpretacion de patogenicidad
8 Cc.C5689T:p.R1897C SQTL, SBr, S-Timothy, FC Benigno/Ligeramente benigno
Cc.A578G:p.Q193R DAVD Significado incierto
9 c.C121T:p.R41C SQTL, SRomano-Ward, FC |Benigno/Ligeramente benigno
10 c.C12G:p.N4K ARVC, CM, FCV conflicto de interpretacion patogenicidad
c.C1651G:p.R551G SBr, SBr-4, FCV conflicto de interpretacion patogen,
C.C12G:p.N4K ARVC, CM, FCv conflicto de interpretacion patogenicidad
11 c.C41053T:p.P13685S DCM Significado incierto
c.A1884C:p.R628S DCM Significado incierto
c.G712C:p.vV238L not_specified Ligeramente benigno
14 Cc.C20497T:p.R6833X PDCM Ligeramente patogenicao/patogenico
15 NM_024334:c.-142G=>A CM, ARVC Ligeramente benigno
16 NM_024334:c.-142G>A CM, ARVC Ligeramente benigno
18 NM _024334:c.-142G>A CM, ARVC Ligeramente benigno
21 NM_005472:c.*1384G>A Brs Significado incierto
25 NM_ 001001432:c.*66G=>A HCM, LVNCM, FRCM,DCM Ligeramente benigno
26 NM_001276347:C.*66G>A HCM, LVNCM, FRCM,DCM __|Ligeramente benigno
28 NM 001001430:c.*66G=>A HCM, LVNCM, FRCM,DCM Ligeramente benigno
30 NM_024334:c.-142G>A CM,ARVC Ligeramente benigno
31 NM 024334:c.-142G>A CM,ARVC Ligeramente benigno
32 NM_024334:c.-142G>A CM,ARVC Ligeramente benigno
33 NM_024334:c.-142G>A CM,ARVC Ligeramente benigno
37 NM_005472:c.*1383C=>T SBr Significado incierto
42 NM_000364:C.*66G>A HCM, LVNCM, FRCM Ligeramente benigno
44 NM_ 001001431:c.*66G=>A HCM, LVNCM, FRCM, DCM |Ligeramente benigno
46 NM_024334:c.-142G>A CM, ARVC Ligeramente benigno
48 NM 024334:c.-142G=>A CM, ARVC Ligeramente benigno
49 NM_024334:c.-142G>A CM, ARVVC Ligeramente benigno
51 NM 003098:c.*343G=>A LOTS, Romano-Ward-S Ligeramente benigno
52 NM_003098:c.*343G=>A LOTS, Romano-Ward-S Ligeramente
54 NM 003098:c.*343G>A LOTS, Romano-Ward-S Ligeramente benigno
57 NM_001232:c.*S03G=>A CPVT Significado incierto
58 NM_024334:c.-142G>A CM, ARVC Ligeramente benigno
59 NM_ 001232:c.*482C=>T CPVT Significado incierto
NM 024334:c.-142G>A CM, ARVC Ligeramente benigno
60 NM_001142349:c.*1071T=>C |LOTS, Romano-Ward-S Ligeramente benigno
NM_001018020:c.*119T=>C HCM,DCM Ligeramente benigno
61 NM_001142349:c.*1071T>C |LOTS, Romano-Ward-S Ligeramente
NM_001365778:C.*119T> HCM, DCM Ligeramente benigno
62 NM_001142349:c.*1071T=>C |LOQTS, Romano-Ward-S Ligeramente benigno
63 NM_001142349:c.*1071T>C |LOTS, Romano-Ward-S Ligeramente benigno
NM 001365778:c.*119T=>C HCM,DCM Ligeramente benigno
NM_147185:c.-124G>C LOTS, Romano-Ward-S ligeramente benigno
65 NM 014391:c.-145T=>C CcMD ligeramente benigno
NM_024334:c.-142G=>A CM, ARVC Ligeramente benigno
66 NC__000001.11:25809790:C:T|ECMD,SEPN1 Ligeramente benigno
68 Cc.C20497T:p.R6833X PDCM Ligeramente patogenico
74 NM_ 201593c.121-2A>T BrsS Significado incierto
75 NM_172057::c.1672+2T>G LOTS2 Significado incierto
76 NM_ 172057::c.1672+2T>G LOTS Significado incierto

NM_001142349:c.*1071T=>C

LOTS, Romano-Ward-S

Ligeramente benigno




Tabla 3.4. Prediccion de patogenicidad con los predictores por SIFT,
Mutation Taster, LRT, Mutation Assesor, FATHMM, MetaSVM, RadialSVM, LR, CADD,
GERP++, PhyloP y SiPhy.

PolyPhen2,

caso len Variante genética y ST preg [POPREN2 PD"_‘V\‘;E;"Z LRT | Mutation /’;"S‘::S“:O"r FATHVM| Radial | LR | CADD |GERP++
cambioAA HDIV pred pred pred | Taster pred pred pred [SVM pred|pred| phred RS
7 TTN ¢.C74017T:p.R24673C D D D . D M T T T 18.85 5.52
8 CACNAIC |c.A578G:p.Q193R T D P N N N T T T 25.08 4.26
8 CTNNA3 ¢.C5689T:p.R1897C D D D N D L T T T 19.83 5.19
9 KCNJ5 c.C121T:p.R41C D D P N D L D D D 25.4 5.79
10 DSP ¢.C12G:p.N4K D P B D D N T T T 17.69 3.02
TTN €.C41053T:p.P13685S D D P D H T D T 13.54 578
TTN c.A1884C:p.R628S D P P . N L T T T 13.14 4.75
11 CACNB2 |c.C1651G:p.R551G D D D D D L T D T 16.61 5.91
CREBBP |c.G712C:p.V238L T D P D D N T T T 20.1 6.01
DSP ¢.C12G:p.N4K D D P B D D N T T T 17.69
14 TTN p.R6833X D A 58 0.77
15 TMEM43 NM_024334:c.-142G>A
16 TMEMA43 NM_024334:c.-142G>A
18 TMEMA3 NM_024334:c.-142G>A . . . . . . .
21 KCNE3 NM_005472:c.*1383C>T T D N T T 15.27 5.35
25 TNNT2 NM_001001432:c.*66G>A
26 TNNT2 NM_001276347:c.*66G>A
28 TNNT2 NM_001001430:c.*66G>A
30 TMEMA43 NM_024334:c.-142G>A
31 TMEMA3 NM_024334:c.-142G>A
32 TMEMA43 NM_024334:c.-142G>A
33 TMEM43 NM_024334:c.-142G>A . . . . . . .
37 KCNE3 NM_005472:¢.*1383C>T D D P T T 18.59 4.68
42 TNNT2 NM_000364:c.*66G>A
44 TNNT2 NM_001001431:c.*66G>A
46 TMEMA43 NM_024334:c.-142G>A
48 TMEMA43 NM_024334:c.-142G>A
49 TMEM43 NM_024334:c.-142G>A
51 SNTAL NM_003098:c.*343G>A
52 SNTAL NM_003098:c.*343G>A
54 SNTAL NM_003098:c.*343G>A . . . . . .
57 CASQ2 NM_001232:c.*503G>A D B T T 21.32 5.49
58 TMEMA43 NM 024334:c.-142G>A . . . . . .
CASQ2 NM_001232:c.*503G>A D B T T 13.69 4.92
59 TMEM43 NM 024334:c.-142G>A
SCN4B NM_001142349:c.*1071T>C
60 TPML NM_001018020:¢.*119T>C
61 SCN4B NM_001142349:c.*1071T>C
61 TPML NM_001365778:c.*119T>
62 SCN4B NM_001142349:c.*1071T>C
SCN4B NM_001142349:c.*1071T>C
63 TPML NM_001365778:c.*119T>C . . . . . . . . . . .
AKAP9 NM_147185:c.-124G>C T P P N N N T T T 17.94 1.68
ANKRD1 NM_014391:c.-145T>C T P D N N N T T T 22.73 8.64
65 TMEM43 NM_024334:c.-142G>A
66 SELENON |NC_000001.11:25809790:C:T| . . . .
68 TTN p.R13330X D . A . . 58 0.77
74 CACNB2 NM_201593:exon2:c.121-2A>| D P D T T 17.82 5.7
75 KCNH2 NM_172057:exon7:c.1672+27 T B D 21.0 3.87
KCNH2 NM_172057:exon7:c.1672+21 T B D 21.0 3.87
76 SCN4B NM_001142349:c.*1071T>C

Se observa en la tabla 3.5, que la prediccién de patogenicidad con los algoritmos de

prediccion no fue muy bien estimada. Sin embargo, se observa que se presentan

diferencias entre los predictores de patogenicidad.

Para los genes CASQ2, KCNE3, SCN4B, SNTA1, TMEM43, TMPO, TNNT2 y TPM1, si

bien las variantes encontradas fueron en 3UTR y 5UTR, las variaciones genéticas en estas

regiones pueden modificar los elementos reguladores que afectan la interaccion de las

UTR con las proteinas y los microARN.



Las consecuencias funcionales generales incluyen la modulacion de la transcripcion del
ARNmM, la estructura secundaria, la estabilidad, la localizacion, la traduccion y el acceso a
reguladores como microARN y las proteinas de union al ARN (Steri M., 2017; MacArthur
J., 2017; Pamuta-Pitat, J., et al. 2020), estas alteraciones modifican las vias moleculares y
los procesos celulares, lo que puede conducir a procesos patologicos. Estas regiones
resultan ser importantes para investigar en impacto de los cambios en la funcién de los
canales idnicos y proteinas asociadas sobre la predisposicidon genética al riesgo de la

muerte sUbita inesperada.
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Figura 19 Porcentaje de significancia clinica de las variantes tipificadas que pasaron los
filtros

Se observa que el las variantes ligeramente benignas (48.05%) fueron los que mas se
encontraron, seguidos de variantes con significado incierto (27.27%), variantes con

conflicto de interpretacion de patogenicidad (11.69%) entre los mas representativos.

Con respecto a las variantes de significado incierto representan alrededor de un 40%
del total de las variantes (Federici G, Soddu S., 2020), son un gran desafio y genera

dilema para los médicos e incertidumbre sobre como realizar el asesoramiento a los



pacientes y esto se complica ain mas cuando se abordan enfermedades complejas
como las canalopatias cardiacas (Campuzano, O. et al. 2015).

Oulas, Ay colaboradores, desarrollaron el software VariantClassifier (VarClass), el cual
selecciona variantes informativas de significado incierto a través de las asociaciones
basada en redes de genes, lo que permite: a) proporcionar nuevas asociaciones entre
variantes catalogadas anteriormente como de significado incierto y la enfermedad, b)
permite la deteccidn de variantes que actlan de forma sinérgica, proporcionando una
vision mas realista de la variabilidad de las enfermedades complejas, ¢) permite con
mejor precision en la prediccion del riesgo para cohortes de variacion genética de
enfermedades, con la seleccion de variantes de significado incierto que pueden ser

informativas (Oulas, A., et al 2019).

En cuanto a las variantes que presentan conflicto de interpretacion de patogenicidad,
se deben realizar estudios in silico con los diferentes algoritmos de prediccion de
patogenicidad, algoritmos de prediccion funcional, datos evolutivos de conservacion
gue permitan identificar regiones funcionales altamente conservadas, analisis de
interaccién proteina-proteina entre otros (Luca Ponzoni, et al. 2020; Li, C. et al. 2022;
Joseph AA et. al. 2022).

En cuanto a los diferentes fenotipos que se pueden encontrar relacionados con
diferentes estudios se muestran en la figura 3.4. Se observa que existe una gran
heterogeneidad genética y expresion variable en las enfermedades cardiacas. Esto
puede deberse a la participacion de numerosos tipos de células y combinaciones
complejas de especies moleculares que interactian, y la manifestacion de
enfermedades interrelacionadas tal como sucede en la HCM que posee mas 200
variantes en al menos 11 genes que codifican proteinas del sarcomero cardiaco
(Toepfer CN et al. 2019).

Adicionalmente, se ha estimado que la prevalencia de la HCM es aproximadamente 2.5
mayor que la observada clinicamente en estudios ecocardiogréficos (Bick AG, et al.
2012; Maron BJ., et al 1995). Por otra parte, en estudios realizados, demuestran que

algunas mutaciones de la HCM consideradas causales se observan con diferentes



frecuencias en comparacion con los controles en ciertos grupos étnicos (Manrai AK, et
al. 2016).

Por otro lado, la HCM abarca un gran espectro de diversos endofenotipos que no
dependen de la pato-biologia de los sarcomeros. Un ejemplo puede ser el alargamiento
de la valvula mitral, la fibrosis de reemplazo miocéardico y la remodelacion hipertréfica
de las arterias coronarias intramurales, entre otras anomalias que involucran tipos de
células que no expresan proteinas del sarcémero de cardiomiocitos, que se han
observado en diversos grados en pacientes individuales con HCM (Maron BJ, et al.,
2019, Helms AS. et al. 2021).

Igualmente se han encontrados otros ejemplos de la heterogeneidad genética en la
patogenicidad de la miocardiopatia dilatada del ventriculo izquierdo y la miocardiopatia
no compactada del ventriculo izquierdo causadas por variantes en el gen TTN (Herman
DS, et al. 2012; Hastings R, et al. 2016)

Se ha estimado que el efecto acumulativo de las variantes comunes interactta con los
factores ambientales y determina la susceptibilidad tal como sucede en la insuficiencia
cardiaca que es una enfermedad multifactorial (Leopold JA, et al. 2020). Los diferentes
fenotipos de las miocardiopatias pueden ser causados por mutaciones en los
numerosos genes descritos, sin embargo, incluso las mutaciones en el mismo gen
asociado a la enfermedad pueden causar una variabilidad cuantitativa distinta en la
expresion del fenotipo de miocardiopatia (Czepluch FS, et al. 2018; Bonaventura J. et
al. 2021).

Por lo tanto, diferentes mutaciones dentro de un gen especifico pueden causar
diferentes efectos funcionales, produciendo diferentes fenotipos (la expresividad y la
penetrancia variables implican que factores mas alla de las mutaciones patogénicas
individuales (modificadores genéticos, epigenéticos o ambientales) pueden influir en el
fenotipo y es un campo aun inexplorado que se debe tener en cuenta en futuros

trabajos.

En nuestro estudio encontramos diferentes variantes a asociadas enfermedades
cardiacas como cardiomiopatia hipertréfica, miocardiopatia dilatada, displasia
arritmogénica de ventriculo derecho, y a canalopatias cardiacas como sindrome QT
largo (SQTL), Sindrome QT corto (SQTC), sindrome de Brudaga (SBr), Taquicardia



ventricular polimoérfica catecolaminérgica (CPVT), que han sido reportadas en otros
estudios ( Lowrance AA.T., et al., 1999; Burkett EL, Hershberger RE. 2005; Tester DJ
and Akerman MJ, 2011; Zipes et al., 2006; Priori SG., et al., 2013; Brugada P. and
Brugada J. 1992; Priori SG., et al., 2001), solo por mencionar algunos.

Por otro lado, se ha estudiado que los canales i6nicos pueden funcionar como partes
de grandes complejos de macromoléculas que desempefian papeles cruciales de
transcripcién, traduccion, modificacion postraduccional, degradacién de todos los
canales iénicos cardiacos, ensambles multiproteinicos, entre otros de ahi el gran
namero de variantes reportadas dan lugar a la heterogeneidad genética de este tipo de
enfermedades arritmogénicas como se les conoce generalmente (Schwartz PJ, et al.
2013; Campuzano, O. et al. 2015; Hugues A., et al., 2015; Kamga MVK. Et al. 2021)
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Figura 20 Fenotipos de las diferentes variantes encontradas en la presente tesis.



En cuanto al numero de variantes encontradas por gen, se relacionan en la figura 3.5,
se puede observar que los genes con el mayor nimero de variantes el gen TTN (11).
Lo cual es de esperar por ser el gen mas largo, seguido de ANK3, CACNB2, DSP,
KCHH2 y AKAP9, son genes ampliamente estudiados y asociados a diferentes
fenotipos de cardiomiopatias y canalopatias cardiacas (Ingles J. et al. 2019; Asatryan
B, Medeiros-Domingo A. 2019; Mazzaccara C, et al. 2022; Spielmann, N. et al. 2022)
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Figura 21 Numero de variantes detectadas por gen

Después de realizar filtros adicionales teniendo en cuenta las frecuencias con un MAF <
0.05 en la base de datos de mil genomas, y sumando las variantes obtenidas en el capitulo
1, se encontraron en total en este estudio 43 variantes en 27 genes en 45 casos de los que
se obtuvo alguna(s) variante(s) asociadas a enfermedades cardiacas (miocardiopatias y
canalopatias), siendo el gen TTN (11), AKA3 (3), KCNH2, DSP, CACNA1C y AKAP9 con

2 variantes respectivamente.



Para el gen KCNH2, en los casos 75y 76 se encontr6 una variante en estado heterocigota,
a diferencia del caso 6 que se encontré en estado homocigota previamente descrita en el
capitulo 1, y a la cual se le realizo diferentes andlisis funcionales in silico que fueron
publicados (Joseph AA., et al 2022).

Si bien el fenotipo y el riesgo dependen del gen, pero sobre todo de la mutacion especifica
identificada, asi como la presencia de factores adicionales genéticos y ambientales, en
todos los genes hay variantes de mayor 0 menor riesgo y otras que no son patogénicas.
Con el conocimiento actual se ha visto que hay grupos de variantes gque comparten
caracteristicas y efectos funcionales similares, de ahi la importancia de realizar otros
estudios complementarios, si bien en los casos de muerte subita cardiaca, se propone
estudios de co-segracion para confirmar la presencia de la variante, en el caso de las
autopsias moleculares no se tiene acceso a familiares, por lo que se dificulta el abordaje
de estos casos, sin embargo las herramientas computacionales pueden suplir esta limitante
(O’neil MJ., et al. 2022).

En general, teniendo en cuenta que se procesaron 68 casos en total, se encontré que el
39.7% de los casos presentaron alguna variante para cardiomiopatias y un 26.47% de los
casos variantes para canalopatias cardiacas. En un estudio realizado en el 2016 por
Bagnall R., et al, en 490 casos analizados, encontraron que el 24% fueron a causa de
enfermedad arterial coronaria, el 16% de los casos a miocardiopatias hereditarias y el 40%
a muerte subita inexplicada (Bagnall R., et al, 2016). La patogenicidad de las variantes se
evalud, utilizando mudaltiples herramientas, como bases de datos del proyecto
1000gemomas y de Genome y exome AD, herramientas bioinformaticas y diferentes

algoritmos de prediccion de la patogenicidad.

Por otra parte, teniendo en cuenta el analisis in silico de enfermedades cardiacas utilizando
la base de datos del proyecto mil genomas (1000g), se procedio a realizar una comparacion

de las frecuencias génicas Figura 3.8.



Frecuencias Génicas para Casos de Estudio vs Poblacién
colombiana (CLM) del proyecto 1000g
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Figura 22 Comparacion de frecuencias genotipicas entre los resultados obtenidos del
andlisis in silico y las obtenidas en la presente tesis.

Se observa que para el proyecto de 1000g para la poblacion colombiana, se obtuvieron
variantes en 8 genes, mientras que en el presente estudio resultados en 27 genes, lo
importante de destacar es que tanto en el proyecto de 1000g como en el presente estudio
se identificaron variantes para el gen DSP. Esto podria suponer que, aunque para la base
de datos 1000g, se seleccionaron individuos aparentemente sanos, no se puede descartar
la presencia de portadores de un fenotipo cardiaco y mas con el gen DSP que este

asociado a la miocardiopatia hipertréfica.



Limitaciones en este estudio incluye la falta de perfiles lipidicos postmortem, la incapacidad
de probar funcionalmente las variantes patogénicas o probablemente patogenias
encontradas y el poder realizar estudios complementarios de co-segregacion por falta de

familiares.



4. Analisis funcional de variantes
encontradas

4.1 Introduccioén

Las miocardiopatias hereditarias como la miocardiopatia hipertrofica, miocardiopatia
dilatada y la miocardiopatia arritmogénica, son dificiles de diagnosticar ya que presentan
minimos cambios estructurales en el corazén (Chugh SS, et al., 2008; Kaltman JR., et al.,
2011). Las canalopatias no son asociadas a cambios anatémicos, pero afectan el ritmo
cardiaco y la conduccion eléctrica cardiaca desencadenando un paro cardiaco repentino,
gue igualmente dificulta su diagnéstico postmortem (Chugh SS, et al., 2008; Tester D., et
al 2012).

En los ultimos afios con el desarrollado de la secuenciacibn masiva en paralelo o
secuenciamiento de proxima generacion (NGS por su sigla en inglés), permite secuenciar
el genoma y el exbma completo de un paciente, para analizar la totalidad de los genes de
un individuo. Esta metodologia ha permitido identificar un gran ndmero de variantes
genéticas, sin embargo, la validacion de todas ellas mediante estudios funcionales
electrofisiol6gicos puede ser costosa y llevar mucho tiempo. Una posible estrategia para
superar ese desafio, es evaluar cada variante posiblemente patogénica mediante un
enfoque bioinforméatico (Wei, Q., et al. 2010; Teng, S. et al. 2008)

Diferentes algoritmos de prediccidbn y modelos estadisticos se han desarrollado para
explorar la asociacion entre las variantes genéticas y las enfermedades, considerando la
estabilidad de las proteinas, la conservacién de secuencias, propiedades fisicas y
guimicas, y las variaciones a nivel estructural (Schwartz, C. E. & Chen, C. F. 2013).

El andlisis estructural ayuda al desarrollo de hipotesis sobre posibles impactos de las

sustituciones y sus vinculos con los estados de la enfermedad. Los cambios de



aminoacidos pueden afectar tanto la funcién normal de una proteina al cambiar la red de
enlaces de hidrégeno, la dependencia del pH, perturbar la unién a ligandos, la dinamica
conformacional y la modificacion transduccional (Stefl, S., 2013; Konstantinos F, et al. 2022).

Diferentes estudios han tenido en cuenta las variaciones estructurales de las proteinas y
los cambios de energia libre al evaluar los efectos desreguladores (Zhang, Z., et al. 2010;
Zhang, Z. et al. 2013; Boccuto, L. et al. 2013), demostrando la eficacia de predecir la

influencia de los cambios de aminoacidos en las proteinas (Ahsan, T., Sajib, A.A. 2022).

En resumen, es bien sabido que la aparicion de variantes en una secuencia es uno de los
principales contribuyentes a la modificacién estructural de las proteinas, lo que puede
interferir con el plegamiento y/o el acoplamiento correcto. Por lo tanto, la combinacién de
los resultados bioinformaticos de las variantes genéticas con los andlisis de estructura y
funcién de proteinas puede mejorar las predicciones y facilitar la caracterizacién de la

patogenia de las canalopatias cardiacas.

4.2 Objetivo

Caracterizar funcionalmente las mutaciones de los genes que se encuentren en el analisis

exémico de personas fallecidas por muerte subita cardiaca.

4.3 Metodologia

A partir de las variantes obtenidas en el capitulo 1, se procedi6 a realizar un analisis
funcional.

4.3.1 Prediccion de Patogenicidad de Variantes

Se incluyeron 12 tipos de algoritmos predictivos in silico (SIFT (Ng PC, Henikoff S. 2033),
PolyPhen-2 (Adzhubei IA. Et al., 2010), MutationTaster (Schwarz, J., et al. 2014), LRT
(Chun S, Fay JC. 2009), Mutation Assesor (Reva, B. 2011), FATHMM (Functional Analysis
Through Hidden Markov Models) (Shihab HA, 2013), MetaSVM (Dong C., et al 2013),
RadialSVM, LR, CADD, GERP++ (Cooper GM, et al., 2010), phyloP (Siepel A., et al., 2010),
SiPhy (Garber GM et al.,, 2009), para evaluar la patogenicidad de las variantes

identificadas.



El filtrado de las variantes, se realiz6 mediante la determinacién de la frecuencia del alelo
menor (MAF). Se siguieron las normas y directrices para la interpretacion de variantes
sugeridas por el Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica (ACMG) para la
clasificaciéon de causalidad de cada una de las variantes (Siepel A, et al., 2009; Garber M,
et al. 2009; Richards S, et al.,2015; Li Q, Wang K. ).

4.3.2 Prediccion del impacto SNP en la estabilidad de la proteina

La estabilidad de las proteinas es el factor principal que afecta la funcion y la actividad de
las moléculas bioldgicas. La energia libre del desdoblamiento de proteinas es fundamental
para su estabilidad. Por lo tanto, el impacto de la mutacién en la estabilidad de la proteina

podria determinarse con precision estudiando el efecto de la mutacion en la energia libre

I-Mutant3.0: es una herramienta basada en maquinas de soporte vectorial (SVM), predice
si una mutacién de SNP estabiliza o desestabiliza la estructura de la proteina calculando
el cambio de energia libre (AAG) y la direccién del cambio después de la mutacién de la
proteina en un solo punto, a través de predicciones de acoplamiento con la herramienta
FOLD-X basada en energia; puntuaciones positivas aumentan la estabilidad de la proteina,
mientras que una puntuacion negativa indica desestabilizaciéon

(http://gpcr.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/.

I-Mutant, puede predecir los cambios de estabilidad en proteina con un 80% de precision
en base a su estructura 'y con 77% de precisién basado en su secuencia (Capriotti E, et al.,
2005).

MuPro: es una herramienta en linea de analisis estructural para el calculo de variaciones
de estabilidad de proteinas en SNP arbitrarios, (http://mupro.proteomics.ics.uci.edu/)
(Cheng J., et al. 2006).

Para los resultados predictivos finales de las herramientas |-Mutant 3.0 y Mupro,
establecimos un criterio restringido. Cuando se integraron los resultados de las dos
herramientas bioinformaticas anteriores, el SNP que en las dos herramientas in silico
predijeran que "Disminuiria" se consideraria como un "SNP patdgeno de alto riesgo ARX"

debido a la desestabilizacion de la proteina.


http://gpcr.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/

MutPred2: método basado en el aprendizaje automatico que integra datos genéticos y
moleculares para inferir probabilisticamente la patogenicidad de las sustituciones de
aminoacidos y sus mecanismos moleculares, mediante la prediccibn general de
patogenicidad y una lista clasificada de alteraciones moleculares especificas que pueden
afectar el fenotipo (Pejaver V. et al., 2020).

4.3.3 Analisis de especificidad gendmica por ShinyGO

ShinyGO analiza la especificidad genémica de los genes en comparacion con el genoma
completo. Se comparan cuatro aspectos: ndmero de exones, numero de isoformas de
transcripcion por gen, extension del genoma y longitud de 3'-UTR (region no traducida) (Ge SX,
et al. 2020).

Las caracteristicas novedosas de ShinyGO incluyen la visualizacion grafica de los resultados
de enriquecimiento y las caracteristicas de los genes, y el acceso a la interfaz del programa de
aplicacion (APIl) a KEGG y STRING, para la recuperacion de diagramas de vias y redes de
interaccion proteina-proteina. ShinyGO es una aplicacion web grafica e intuitiva que puede
ayudar a los investigadores a obtener informacién procesable de las listas de

genes. Disponibilidad: http://ge-lab.org/go/.

Gene Ontology (GO) es una base de datos Unica que describe las caracteristicas y localizacién
celular de cada gen (Ashburner et al. 2000). KEGG es una base de datos que contiene un

gran namero de rutas metabdlicas conocidas de los genes (Kanehisa et al., 2017).

Andlisis de especificidad gendémica

ShinyGO es una herramienta grafica de enriquecimiento de conjuntos de genes para
organismos modelo (Steven Xijin Ge and others, 2020). Nosotros usamos ShinyGO para
analizar la informacién gendmica de estos genes, incluido el nimero de exones, la longitud de
UTR del gen, la longitud del gen, etc. Las diferencias significativas en la ubicacién genomica

se extrajeron para su posterior analisis.

4.3.4 Efecto de la mutacion en la estructura 3D de la proteina

Para el andlisis del efecto del SNP en la estructura 3D de las proteinas y propiedades

fisicoquimicas se utilizé el servidor HOPE (http://www.cmbi.ru.nl/hope/), que busca

estructuras 3D de proteinas mediante la recopilacién de informacion estructural de una

serie de fuentes, incluidos calculos en las coordenadas 3D de la proteina, anotaciones de


http://ge-lab.org/go/
http://www.cmbi.ru.nl/hope/

secuencia de la base UniProt y predicciones de los servidores DAS (Distibuted Annotation
System) (Phobius, PHDacc, PHDsec, Net Phos) (Venselaar H. et al., 2010). Ademas,
describe la reaccion y propiedades fisicoquimicas de las mutaciones. Se envié como datos
de entrada la secuencia de la proteina y la mutacion al servidor, el resultado es el andlisis
de las variaciones estructurales y conformacionales de las sustituciones de un solo

aminoacido.

4.3.5 Andlisis de Interaccidn proteina-proteinay redes funcionales

Adicionalmente, se realizé un andlisis de interaccion proteina-proteina y redes funcionales,
para investigar las relaciones directas fisicas y funcionales entre genes identificados, con
la base de datos (STRING) (http://string.embl.de) (Mering V. 2005). La base de datos
STRING proporciondé una puntuacion para cada interaccion gen-gen, calculada como la

probabilidad conjunta de las probabilidades de los diferentes canales de evidencia
(interaccion de proteinas, fusidn, coexpresion, etc.), se construyé una red funcional
aproximada sobre la base del perfil de expresién de las proteinas identificadas en el
presente estudio. La entrada de datos fue el nombre de la proteina y el organismo vy, por
altimo, se utilizo el servidor GeneMANIA (http://www.genemania.org/) (Warde-Farley D. et
al., 2010), es un enfoque para reconocer la funcion de la proteina mediante la integracion
de mdltiples fuentes de gendémica y protedémica para hacer inferencias sobre la funcion de
proteinas desconocidas. La entrada fueron los genes MYBPC3, KCND3, TTN, ANKS3,
KCNH2 y CTDSP2, mientras que la salida fue una imagen que muestra la interaccién de

la red bioldgica entre esos genes y sus genes correlacionados.

4.4 Resultados y Discusion

Con los algoritmos de prediccién de patogenicidad de las 72 variantes (Tabla 2.1), en el
41.66% no se logré obtener resultados de prediccion de patogenicidad por alguno de los
algoritmos de prediccion utilizados. De 72 variantes reportadas, se encontré que el andlisis
con SIFT (26) variantes son perjudiciales; con Polyphen2 (28) perjudiciales y (8)
probablemente perjudiciales; para Mutation Taster (28) perjudiciales. Con referencia a los
otros algoritmos de prediccion hay una discrepancia en la prediccion de patogenicidad.

Para los algoritmos de prediccién de conservacion de la secuencia, como es GEPP++RS


http://string.embl.de/

con punto de corte mayor a 4.4, se encontrd que en 14 de las variantes no hay conservacion
de la secuencia. Para CADD con un punto de corte de 20, se encontraron 12 variantes
dafiinas.

Si bien hay discrepancia en los resultados con los algoritmos de prediccién de
patogenicidad, nos permite seleccionar aquellas variantes que necesitan estudios
adicionales en silico, para comprender el mecanismo molecular y poder clasificar de una

mejor forma si la variante en realidad puede llegar a ser patogénica.

Para algunos de los siguientes andlisis, se tomaron las variantes que nos parecieron mas
relevantes o que se tenia una estructura cristalogréafica definida con la cual, poder comparar

nuestros resultados y asi hacer un analisis un poco mas acertado.



Tabla 4 1. Lista de variantes analizadas por SIFT, PolyPhen2, Mutation Taster, LRT,
Mutation Assesor, FATHMM, MetaSVM, RadialSVM, LR, CADD, GERP++, PhyloP y SiPhy.

Gen Cambio AA sieT|P° ',‘ggrf"z Pol'_)'/\l;)ZeRnZ RT MT”;:::r" A"gztea:;o"r FATHMM | Radial svm|LR| caDD phred | cERP++ RS
AKAP9 p.R1614Q P B N N N T T T 19.25 1.43
AKAP9 NM_147185:c.-124G>C T P N N T T T 17.94 1.68
ANK2 p.G2212S D B N D L T T T 13.77 3.85
ANK3 p.T3720M D D P N D L T T T 16.37 5.3
ANK3 p.P1489S D D D D D M T D D 17.55 5.69
ANK3 p.D2319N T D P D D M T T T 23.8 5.94
ANKRD1 |NM_014391:c.-145T>C T P D N N N T T T 22.73 8.64
CACNA1C [p.R1897C T D P N N N T T T 17.08 4.26
CACNALC |c.A578G:p.Q193R T D P N N N T T T 25.08 4.26
CACNB2 |c.C1651G:p.R551G D D D D D L T D T 16.61 5.91
CACNB2 _[NM_201593:exon2:c.121-2A>T D P D T T 17.82 5.7
CASQ2 _ |NM_001232:c.*503G>A D B T T 21.32 5.49
CASQ2 NM_001232:c.*503G>A D B T T 13.69 4.92
CAV3 p.Y62C D D D D D M D D D 17.36 3.44
CREBBP |c.G712C:p.v238L T D P D D N T T T 20.1 6.01
CTNNA3  |c.C5689T:p.R1897C D D D N D L T T T 19.83 5.19
DSG2 p.V920G T P B N N L T T T 13.78 2.5
DSP p.E1234V T D D D N L T T T 20.4 5.2
DSP ©.C12G:p.N4K D P B D D N T T T 17.69 3.02
DSP ©.C12G:p.NAK D D P B D D N T T T 17.69
KCND3 p.R571H D D D D D M D D D 28.7 5.63
KCNE3 NM_005472:c.*1383C>T T D N T T 15.27 5.35
KCNE3 NM_005472:c.*1383C>T D D P T T 18.59 4.68
KCNH2 p.R92P T D D N D M D D D 20.7 3.49
KCNH2 NM_172057:exon7:c.1672+2T>G | T B D 21.0 3.87
KCNH2 NM_172057:exon7:c.1672+2T>G | T B D 21.0 3.87
KCNJ5 ©.C121T:p.R41C D D P N D L D D D 25.4 5.79
MYBPC3 |p.QoosE D D D D T T 21.2 4.1
SCN4B NM_001142349:¢.*1071T>C

SCN4B NM_001142349:¢.*1071T>C

SCN4B NM_001142349:¢.*1071T>C

SCN4B NM_001142349:c.*1071T>C

SCN4B NM_001142349:¢.*1071T>C

SELENON |NC_000001.11:25809790:C:T

SNTAL NM_003098:c.*343G>A

SNTAL NM_003098:c.*343G>A

SNTAL NM_003098:c.*343G>A

TMEM43  [NM_024334:c.-142G>A

TMEM43 _ [NM_024334:c.-142G>A

TMEM43  [NM_024334:c.-142G>A

TMEM43 _ [NM_024334:c.-142G>A

TMEM43  [NM_024334:c.-142G>A

TMEM43 _ [NM_024334:c.-142G>A

TMEM43 _ [NM_024334:c.-142G>A

TMEM43 _ [NM_024334:c.-142G>A

TMEM43  [NM_024334:c.-142G>A

TMEM43 _ [NM_024334:c.-142G>A

TMEM43  [NM_024334:c.-142G>A

TMEM43_ [NM_024334:c.-142G>A

TMEM43 _ [NM_024334:c.-142G>A

TNNT2 NM_001001432:c *66G>A

TNNT2 NM_001276347:c.*66G>A

TNNT2 NM_001001430:c *66G>A

TNNT2 NM_000364:c.*66G>A

TNNT2 NM_001001431:c.*66G>A

TPML NM_001018020:c.*119T>C

TPML NM_001365778:c.*119T>

TPML NM_001365778:c.*119T>C . .
TRDN p.V66I T D D D D L T T T 19.57 5.82
TRPMA p.S789G T D P D D M T T T 16.5 5.09
TTN P.W16260C D D D D H D D D 12.74 5.87
TTN p.124660T D P P D L T T T 14.53 5.59
TTN p.A1969T D D D D L T T T 12.34 5.12
TTN p.S5499T D D D D M T T T 14.29 6.03
TTN p.P22367L D D D D H T D D 19.08 6.03
TTN p.P1698L D D D D M T T T 11.85 5.05
TTN p.P16475Q D D D D H T D D 18.28 5.55
TTN ©.C74017T:p.R24673C D D D D M T T T 18.85 5.52
TTN c.C41053T:p.P13685S D D P D H T D T 13.54 5.78
TTN ©.A1884C:p.R628S D P P N L T T T 13.14 4.75
TTN p.R6833X D A 58 0.77
TTN p.R13330X D A 58 0.77




4.4.1 Prediccion del impacto de SNP en la estabilidad de proteinas

= Prediccién de la estabilidad de la proteina con I-Mutant 2.0 y Mupro
Los cambios en la estabilidad de la proteina de las variantes se examinaron utilizando

el software I-Mutant 2.0 y Mupro (Tabla 4.2).

Tabla 4 2. Estabilidad proteica de los SNP por I-Mutant 3.0 y Mupro: MUpro: predice que
la mutacion podria desestabilizar relativamente la proteina o no. Puntuacién menor que
cero, significa que la sustitucion disminuye la estabilidad de la proteina. Por el contrario, la
puntuacion >0 significa que la mutacion aumenta la estabilidad de la proteina. I-Mutante:
predice si una mutacion puntual estabiliza o desestabiliza la estructura de la proteina nativa
en funcion del cambio de energia libre (AAG).

Gen rsiD Cnai\r/g?lc(i)ea FHutant 30 RI DDG. ve}lpr Mu_Prq' MuPro Score
proteina prediccion prediccion Prediccion
DSP rs78652302 p.E1234V Incrementase 2 0.09 Disminuye -0.57600156
TTN rs776534823 p.A1969T | Disminuye 3 -0.60 Disminuye -1.0005569
TTN rs181189778 p.S5499T | Disminuye (0] -032 Disminuye -0.65558429
TRPM4 rs138603244 p.-S789G Disminuye 9 -1.12 Disminuye -1.3670468
TTN rs75686037 p.P1698L | Disminuye 4 -0.44 Incrementa 0.83737709
DSG2 rs142841727 pP.-V920G Disminuye 9 -2.02 Disminuye -2.2447524
MYBPC3 rs11570112 p-Q998E Incrementa 4 -0.16 Disminuye -0.73155586
TRDN rs372169818 p.V66I Disminuye 6 -0.45 Disminuye -0.76372025
AKAP9 rs2230768 p.R1614Q | Disminuye 4 -0.33 Disminuye -0.59876134
ANK2 rs61734478 p.G2212S | Disminuye 4 -1.01 Disminuye -0.40436484
CACNA1C rs185788586 p.R1897C | Disminuye 6 -1.08 Disminuye -0.67510594
TTN rs746749916 | p.W16260C | Disminuye 8 -1.64 Disminuye -0.3799672
TTN . p.124660T | Disminuye 7 -2.01 Disminuye -1.8524381
CAV3 rs753990961 p.Y62C Incrementa 2 -1.07 Disminuye -0.94970534
TTN rs759415579 p.P22367L | Incrementa 2 -0.30 Disminuye -0.38920806
ANK3 rs201547988 p.T3720M | Disminuye 4 -0.39 Disminuye -0.37011007
ANK3 rs41274676 p.P1489S | Disminuye 9 -1.90 Disminuye -1.4299976
KCND3 rs186194682 p.R571H Disminuye 6 -1.20 Disminuye -0.7320396
TTN rs541464855 | p.P16475Q | Disminuye 8 -1.29 Disminuye -1.0325811
KCNH2 . p.-R92P Disminuye 6 -0.52 Disminuye -1.5125869
ANK3 rs140463162 p.D2319N | Incrementa 2 -0.22 Disminuye -0.60154872
KCNJ5 rs115012103 p.R41C Disminuye 6 -1.02 Disminuye -0.64107663
SCN4B rs117263855 p.G8S Disminuye 5 -0.93 Disminuye -0.75335627
CTNNA3 rs373233387 p.Q193R Incrementa 1 -0.21 Disminuye -0.73344844
CACNB2 rs61733968 p.R551G Disminuye 3 -1.45 Disminuye -1.9082555
DSP rs78652302 p.E1234V | Incrementa 6 0.48 Disminuye -0.57600156
DSP rs368802003 p.N4K Disminuye 3 -0.24 Disminuye -1.2003101

Los resultados predijeron un aumento o una disminucién de la energia libre tras las
sustituciones de aminoé&cidos. I-Mutant, predice la estabilidad examinando la energia libre
de Gibbs por valor AAG = AG (Nueva proteina) - AG (Tipo salvaje) en kcal/mol, que se
calcula a pH 7 y 25 °C. El algoritmo predice puntuaciones <0 para indicar una menor

estabilidad, mientras que se considera que las puntuaciones >0 indican una mayor



estabilidad. La prediccion de DDG (AAG) de I-Mutant 2.0 mostré que los 17 (72,3 %) nsSSNP
tenian un valor de estabilidad reducido con DDG<O0, mientras que —10 (22,7 %) nsSNP
tenian un valor de estabilidad aumentado con DDG> 0. Con respecto a MUpro informé que
1 (4,5%) sustituciones aumentaron la estabilidad de la estructura de la proteina mientras
que 21 (95,5%) sustituciones la redujeron.

= Andlisis de prediccidn de la estabilidad de la proteina con MUPred2

MutPred2, permite conocer los cambios de los mecanismos moleculares, que

practicamente remodelan el funcionamiento del corazén, esto se observa en la tabla 2.3.

El remodelado cardiovascular se define como un conjunto de cambios moleculares,
celulares e intersticiales que se producen en el corazén y los vasos a causa de diferentes
lesiones. Los cambios de tamafo, geometria y funcién son los eventos clave que ocurren
en el corazon. La fisiopatologia incluye muerte celular, cambios en el metabolismo
energético, inflamacion, estrés oxidativo, alteracion en la matriz extracelular, activacion

neuro hormonal y cambios en el transporte de iones (Azevedo, P.S. 2016).

Para el caso de KCNH2 que codifica la subunidad a Kv11.1 del canal K * () dependiente de voltaje
cuatro subunidades a de Kv11.1 se coensamblan en un canal iénico tetramérico que
conduce la corriente de K * rectificadora retardada de activacion répida ( | k- ) en el corazon
(M.C. Trudeau, et al. 1995), el gen KCNH2 codifica un polipéptido de 1159 aminoacidos
que se pliega en 6 hélices a transmembrana, numeradas S1-S6, una hélice de poro situada

entre S5y S6, y extremos N y C citoplasmaticos (Morais C JH et al, 1998).

Dado que el corazdn sufre diferentes estimulos fisiolégicos, su adaptacién patoldgica
puede conducir a cardiomiopatias, disfuncién cardiaca y en ultima instancia e insuficiencia
cardiaca (Litviiukova M, et al. 2020). Los datos de modelos animales y de pacientes
humanos apuntan hacia la conjugacion y desconjugacion equilibrada de la SUMOilacion,
gue es una modificacion postraduccional transitoria con modificadores similares a la
ubiquitina pequefia (SUMO1, SUMO2 y SUMO3) unidos covalentemente a sus proteinas
diana a través de una cascada enzimatica de varios pasos (Kho C. 2011, Maejima Y.,
Sadoshima J. (2014); Kim EY., et al. 2015). La SUMOilacién modifica las interacciones

proteina-proteina, la actividad enzimatica o la union a la cromatina en una multitud de



procesos celulares clave, actuando como un interruptor molecular altamente dinamico
(Heusch G. 2020; Chen Y. et al. 2021; Cai Z. et al. 2021), en el presente estudio se encontrd
perdida de SUMOilacion en la proteina del gen KCNH2, que hace suponer que esta
proteina, junto con pérdida de la hélice y ganancia en la hebra pierda su estabilidad
funcional teniendo una alta probabilidad de incidencia en la presencia del LQTS2.

Las mutaciones en el gen KCNH2 causan LQTS2, que es la segunda causa mas comun
de LQTS congénito y responsable del 35% al 45% de todos los LQTS genotipados (Duncan
G, etal.,, 2017), y que un 25% de los casos de LQTS no son diagnosticados, lo que dificulta
la identificacion en grupos familiares y alin se desconoce en gran medida los determinantes
de la variabilidad en la gravedad de la enfermedad, porque algunos miembros pese a tener

la mutacion resultan asintomaticos (Wilde AAM, et al, 2022).

En el corazén, la ganancia de glicosilacion ligada-O, se reconoce como un mecanismo
importante involucrado en la regulacion de muchos procesos celulares, incluido el
metabolismo celular, la funcién mitocondrial, el control de calidad y el recambio de
proteinas, la autofagia y el manejo del calcio.

La glicacion puede alterar la funcion y la estabilidad de las proteinas e inducir la sintesis
de moléculas patogénicas que favorecen la aparicion y progresion de diferentes
enfermedades, entre las que se encuentran las cardiovasculares (Cho SJ, et al. 2007;
Dozio E. et al. 2017).

Uno de los primeros estudios que informaron los efectos de la glicosilacion ligada-O en las
proteinas del corazén se public6 en 1996 y sugiri6 un papel protector potencial de la
glicosilaciéon ligada-O, independientemente de la hiperglucemia. En ese trabajo,
Roquemore et al. mostr6 que, en el corazén de rata, tenia una pequefia proteina de choque
térmico alfa B-cristalina, también llamada HspB5, es un objetivo de glicosilacién ligada
O. En el corazon, la alfa B-cristalina reduce la agregacion de filamentos de actina (es decir,
paracristales), desempefiando asi un papel protector durante condiciones de estrés agudo

como la isquemia (Roquemore, E.P. et al. 1996).



Tabla 4 3. Prediccion estabilidad de las proteinas con MutPred2 para las variantes de los

genes KCNH2, ANK3, TTN, CTDSP2 y CAV3.

MutPred2 Mecanismos Motivos
ID Substitution Remarks moleculares con P- | Probabilidad Valor -P PROSITEyY ELM
score
values <=0.05 afectados
Perdida de helice 0.30 5.3e-03 ELMED00002,
NP_742053.1 Ganancia de hebra 0.30 2.7e-03 ELMEO000102,
R92P 0.812 -
—KCNH2 Perdida de SUMOilacion ELMED00233,
0.21 0.03 PS00007
en K93
Interfaz ordenada 0.25 0.02
alterada
Ganancia de glicosilacién ELMEO00052,
ligada O en T1491 024 9.6e-03 ELMED00053,
rotol
ANK3 P1489S 0.594 . oteina transmembrana 0.15 0.01 BLME000063,
alterada ELMEO00106,
Ganancia de escisi6n EL MEO00173,
. 0.14 0.02
proteolitica en R1486 ELMEO00336
Perdida de sulfatacion en
Y1494 0.01 0.05
Proteina transmembrana
0.30 1.4e-04 ELME000052,
Interfaz ordenada 0.28 0.04 ELME000062,
: . ELMEO00117,
TN P16475Q 0.755 N alterada
Ganancia de hebra 0.26 0.04 ELMEDOO136,
Serdde de ADP _ - ELMEO00159,
rdida de -
ELMEO000202
ribosilacion en R16472 0.23 0.02
roto]
oteina transmembrana 0.20 55003
TN P1698L 0.845 - alterada None
Union a metal alrerado 0.19 0.02
Estabilidad alterada 0.28 6.6e-03
Proteina transmembrana ELMED00052,
alterada 0.16 0.01 ELMED00063,
TIN P16475Q 0.755 - Pérdida del enlace ELMEO00070,
disulfuro en C24664 0.12 0.04 ELME000182,
Ganancia de glicosilacion 0.06 0.02 PS00001
ligada a N en N24658 ) )
Proteina transmembrana
0.20 5.5e-03
TIN P1698L 0.845 - alterada None
Union a metal alrerado 0.19 0.02
Estabilidad alterada 0.28 6.6e-03
Proteina transmembrana ELMED00052,
atterada 016 0.01 ELMEO00063,
TN 124660T 0.707 - Peérdida del enlace ELMED00070,
disulfuro enC24664 012 0.04 ELME000182,
Ganancia de glicosilacién 0.06 0.02 PS00001
ligada a N en N24658 ) i
Gain of Phosphorylation
TTN P22367L 0.723 - at Y 22368 0.26 0.03 ELMEO00080
Estabilidad alterada 0.63 8.1e-04
ELME000220,
CTDSP2 1106T 0.823 _ Union a metal alrerado 0.29 3.4e-03 ELMEO00333
Perdida de sitio catalitico PS00006
en E110 0.19 0.01
Interfaz ordenada 0.35 256-03 ELMEOO00SZ,
alterada ) e ELMEO00053,
ELMEO00063
CAV3 Y62C 0.702 - i i ’
Ganancia de hélice 0.28 0.02 ELMEO000S0,
Proteina transmembrana
' 0.20 5.3e-03 ELMED00120,
alterada El MEN00182
;tg:fa?jzadesordenada 016 0.05 ELMEO00285
DSP N4K 0,586 - o S ’
Perdida de acetilacion N- PS00005
. 0.02 6.2e-03
termimal de M1




En condiciones hiperglucémicas, el aumento de la produccion de superdéxido mitocondrial
promueve la actividad HBP y la glicosilacion ligada-O de diferentes sustratos, como el
factor de transcripcion Sp1, que puede desempefiar un papel en el inicio y la progresion de
las complicaciones de la diabetes mellitus (DM). Teniendo en cuenta que la glicosilacion
ligada O del factor de transcripcién Spl reduce la expresion de glutation S -transferasa P
(GSTP) en el higado, podemaos suponer gue el mismo mecanismo también podria dar lugar

a una respuesta reducida a las agresiones oxidativas en el corazén (Oliveri, L.M. 2021).

Por otro lado, el aumento crénico de la glicosilacion ligada-O que se produce en la DM se
ha asociado con la miocardiopatia (Fricovsky, E.S. 2012; Erickson, J.R., 2013; Qin, C.X.
2017). Prakoso y colaboradores mostraron un aumento significativo en los niveles de
proteinas glicosilacién ligada-O, OGT y OGA en biopsias del ventriculo izquierdo de
pacientes con DM sometidos a cirugia de derivacion coronaria en comparacion con
pacientes sin DM. Ademds, el nivel total de glicosilacién ligada-O se correlacioné
directamente con la glucemia y la HbAlc e inversamente con la fraccion de eyeccién del
ventriculo izquierdo (Prakoso, D. et al., 2021).

Estos hallazgos parecen sugerir que los niveles elevados de UDP- glicosilacion y
glicosilacion ligada-O, resultantes de la hiperglucemia, pueden estar asociados con una
funcion cardiaca alterada. Un estudio realizado en ratones diabéticos mostrg, en cambio,
que la sobreexpresion de OGA mediada por adenovirus mejora las propiedades
contractiles del corazén (Hu, Y. et al., 2005). Quizas, la glicosilacion ligada-O de proteinas
cardiacas puede ejercer efectos protectores o dafiinos segun el momento de la activacion,

a saber, aumento a corto plazo o crénico, respectivamente.

La O-GIcNAcylation juega un papel en una amplia gama de procesos (pato)fisioldgicos en
el sistema cardiovascular, incluido el cardio proteccién isquémica, la hipertrofia, las
complicaciones diabéticas, la hipertension y la insuficiencia cardiaca (Wende AR, 2016;
Banerjee PS. Et al, 2016).

El papel de la glicosilacion ligada-O en la regulacién de la funciéon cardiovascular es
complejo y que como la mayoria de los estudios se centran en su papel en la fisiopatologia
cardiovascular. Por otro lado, a medida que empezamos a entender mas acerca de las

funciones celulares reguladas por la proteina glicosilacion ligada-O, es cada vez mas claro



gue un concepto mas preciso seria que la modificacién de glicosilacion ligada-O de las
proteinas cardiovasculares es un proceso dindmico que es fundamental para mantener la

funcion normal de los cardiomiocitos (Wende AR., 2016: Wang X, et al. 2016).

La arginina es uno de los aminoé&cidos naturales mas comunes y juega un papel importante
como sitio de reconocimiento para otras proteinas o ARN y como precursor de la sintesis
de o6xido nitrico (NO) (Maxwell, A. J. & Cooke, J. P. 1998). Estos sitios de reconocimiento
son la clave para las actividades y estructuras enziméaticas (Morris, S.M., Jr. 2006).

Los cambios en la modificacion de proteinas pueden hacer que las proteinas pasen de
estados activos a inactivos o alteren sus actividades y provoquen numerosos eventos
celulares en estados patolégicos. Los residuos de arginina de las proteinas juegan un papel
importante en asegurar las interacciones electrostaticas entre las enzimas y la superficie

celular cargada negativamente (Lazo J.S et al. 2001).

En 1997, se presento a la arginina como una posible nueva terapia farmacolégica para el
proceso aterogénico que conduce a la enfermedad coronaria (Cooke JP and Tsao PS.
1997). Los efectos anti aterogénicos de la arginina estan especialmente demostrados en
sujetos humanos con aterosclerosis ya puede atenuar modestamente el aumento de la
reactividad plaquetaria (Wolf A, et al. 1997).

A través de la mejora de la produccion de NO, la restauracion de la vasodilatacion y la
inhibicion de la progresion de la aterosclerosis, la arginina beneficia a los pacientes con
trastornos cardiovasculares. Estos trastornos incluyen enfermedad arterial coronaria y
periférica, dafio por isquemia/reperfusion e insuficiencia cardiaca, todos los cuales estan
asociados con una sintesis de NO alterada y disfuncion endotelial (Maxwell, A.
J. & Cooke, J. P. 1998, Schliter, K. D. 2015).

La sulfatacion de proteina tirosina (PTS) es una modificacion postraduccional, la PTS es
catalizada por la tirosilproteina sulfotransferasa (TPST) a través de la transferencia de un
sulfato activado de 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato a tirosina en una variedad de
proteinas y péptidos la proteina tirosina sulfatada estan involucradas en muchos procesos
bioldgicos, incluida la hemostasia, el rodamiento de leucocitos en las células endoteliales,
las funciones visuales, la entrada viral en las células y la unién de algunos, muchas de

estas proteinas sulfatadas en tirosina participan en interacciones proteina-proteina



impulsadas por el reconocimiento, al menos en parte, del grupo sulfato (Kanan, et al., 2013
y Kannan Y., et al 2014).

Después de un infarto del miocardio, los nervios simpéticos vuelven a crecer a través del
miocardio no dafiado, pero no pasan a través de la cicatriz debido a la presencia de
proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPG: juega un papel importante en el
crecimiento del axdn), lo que provoca una heterogeneidad en la inervacién simpética
aumentando el riesgo de arritmias y muerte slbita cardiaca (Fallavollita et al., 2014; Herring
NKalla, MPaterson DJ. 2019). En el presente estudio se encontr6 que la variante en la
proteina ANK3, produce una ganancia de glicosilacion ligada-O, se altera la proteina
transmembrana, produce perdida de sulfatacion en tirosina y altera el orden interfasico, lo

cual tiene una alta probabilidad de tener efectos nocivos en la regulacion del corazon.

Igualmente, en las Proteina TTN, CDSP2 y CAV3, se establece también perdida y o
cambios de los mecanismos moleculares, que practicamente remodelan el funcionamiento
del corazén, lo que implica que estas variantes, provocan perdida en la estabilidad de la
proteina, que puede ser causa de la presencia de enfermedades arritmogénicas.

La acetilacion N-terminal es una modificacion postraduccional llevada a cabo por
acetiltransferasas N-terminales (NAT) en cadenas de proteinas nacientes durante la
traduccién, participan en la maduracion de proteinas contraduccionales, afectan
fisicoguimicamente a la extremidad N-terminal de la mayoria de las proteinas (Aksnes et
al., 2019). La pérdida de acetilacién N-terminal y su papel previamente no anticipado en la
biogénesis de proteinas, remodela globalmente el proteoma para crear un fenotipo Unico
(Kha The Nguyen, et al. 2019).

Teniendo en cuenta lo anterior variantes patogénicas en DSP con perdida NAT, podria
conllevar a la fusion anormal contractil de las células cardiacas, adicional porque esta
proteina se encarga de unir el desmosoma cardiaco con los filamento intermedios,
alteraciones en esta biosintesis podria desencadenar miocardiopatia arritmogénica que se
estima que afecta del 0.02% al 0.1% de la poblacién con un mayor riesgo de muerte subita

cardiaca e insuficiencia cardiaca (Corrado et al., 2017; Gerull et al., 2019).



= Analisis de enriquecimiento con GO
Analisis del enriquecimiento GO de los genes AKAP9, ANK2, ANK3, ANKRD1,
CACNALC, CACNB2, CASQ2, CAV3, CTNNA3, DSG2, DSP, KCND3, KCNE3, KCNH2,
KCNJ5, KCNQ1, MYBPC3, NOS1AP, PRDM16, RYR2, SCN10A, SCN4B, SCNb5A,
SLMAP, SNTA1, TMEM43, TNNT2, TPM1, TRDN, TRPMP4 y TTN, mediante ShinyGO.

Se ha informado que cuanto mas alto es el nivel jerarquico de los términos GO en la
estructura de arbol, més explicita es la funcion biolégica demostrada (Jain S, Bader
GD.2010). Por lo tanto, solo los términos GO de enriquecimiento bioldgico con un valor de
tasa de descubrimiento falso (FDR) inferior a 0,05 se mantuvieron como términos
notablemente enriquecidos. Las vias con un valor de FDR inferior a 0,05 y que contienen

al menos 5 genes se consideraron significativamente enriquecidas.

Se observa que las vias con mayor enriguecimiento biolégico resaltadas en Tabla 4.4, se
encontraron nueve vias relacionadas con conduccién cardiaca, potencial de accién y
repolarizacion de la membrana, causadas por defectos en los genes que codifican canales
iGnicos como potasio, sodio, y calcio o proteinas asociadas que alteran la generacion y
transmisién del potencial de accién que predisponen a arritmias fatales, como es el caso
de los genes DSG2, KCNH2, DSP, KCNJ5, AKAP9, ANK2, CACNB2, KCND3, KCNES3,
SCN4B, CTNNA3, y SCN5A implicados en las canalopatias cardiacas (Liu C. et al, 2013;
Martinez-Barrios E., et al. 2022).



Tabla 4 4. Enriguecimiento biol6gico ShinyGO.

Enriquecimiento

Enriquecimiento

durante el potencial de accién

No. Genes Via Genes Via Genes
FDR ! pliegues !
P ial i6 la célul ACNB2 N4B N5A N10A
1256,943587 5 1 3,70065E+14 otencial de af:aon de lacélula | CAC SC SCN5A SCN10.
del nédulo AV RYR2
Céluladel nédulo AV al hazde | CACNB2 SCN4B SCN5A SCN10A
1256,943587 5 11 3,70065E+14 . . .
seflalizacion de células His RYR2
Repolarizacion de la membrana KCNH2 SNTA1 KCNJ5 AKAP9S
2,04292E-13 11 25 3,58223E+14 celular del musculo cardiaco ANK2 KCND3 KCNE3 SCN4B
ventricular CAV3 SCN5A NOS1AP
registro de la repolarizacién de la KCNH2 SNTA1 AKAP9 ANK2
1,5183E-06 9 21 3,48918E+14 membrana celular del musculo KCNE3 SCN4B CAV3 SCN5A
cardiaco ventricular NOS1AP
Potencial de accién de las células DSG2 KCNH2 DSP SNTAL KCNJ3
2,83816E-15 13 34 3,1129E+14 del musculo cardiaco ventricular ANK2 KCND3 KCNE3 CAV3
CTNNA3 SCN5A RYR2 NOS1AP
Repolarizacién de la membrana
durante el potencial de accién de [ KCNH2 KCNJ5 KCND3 KCNE3
4969,229302 5 14 2,90765E+14 , . .
las células del musculo cardiaco NOS1AP
ventricular
7357.844876 5 15 2 71381E+14 Comunicacién del haz de His con DSG2 DSP CTNNA3 SCN5A
! ! el miocito de Purkinje SCN10A
oo | 7 | m | s | st oo | ANz 1 st cacne
! ! , P , | SCN4B CAV3 SCN5A
las células del musculo cardiaco
registro del potencial de accién
131619,8334 4 13 2,50505E+14 de las células del musculo DSG2 DSP CTNNA3 RYR2
cardiaco ventricular
registro del potencial de accién DSG2 DSP AKAP9 ANK2 CAV3
0,008218532 8 27 2,41228E+14 de las células del musculo
. CTNNA3 RYR2 NOS1AP
cardiaco
. . KCNH2 SNTA1 CASQ2 AKAP9
registro de repolarizacion de
5,78813E-07 10 34 2,39454E+14 membrana ANK2 KCNE3 SCN4B CAV3
SCN5A NOS1AP
. . . DSG2 KCNH2 DSP KCNJ5
registro de la frecuencia cardiaca
2,56466E-11 12 41 2,38286E+14 L, . AKAP9 ANK2 CACNB2 KCND3
por conduccién cardiaca
KCNE3 SCN4B CTNNA3 SCN5A
Potencial de accién de las células DSG2 KCNH2 DSP SNTAL KCNJS
P L . ANK2 CACNB2 KCND3 KCNE3
6,60817E-18 15 52 2,34849E+14 del musculo cardiaco implicado
» SCN4B CAV3 CTNNA3 SCN5A
en la contraccion
RYR2 NOS1AP
Comunicacion de la célula del
190236387,4 3 11 2,22039E+14 nédulo SA con la célula del ANK2 SCN5A RYR2
musculo cardiaco auricular
KCNH2 SNTA1 CASQ2 KCNJ5
8,94148E-11 12 45 2,17105E+14 repolarizacién de membrana AKAP9 ANK2 KCND3 KCNE3
SCN4B CAV3 SCN5A NOS1AP
26186,2998 5 19 2,14248E+14 PotenC|faI de acaorj de las .celulas KCNJ5 ANK2 CACNB2 SCN5A
del musculo cardiaco auricular RYR2
Sefializacion de células del N AN, COENER SEVEA
26186,2998 5 19 2,14248E+14 musculo cardiaco auricular a RYRD
células del nédulo AV
DSG2 KCNH2 DSP SNTA1 KCNJ5
Potencial de accién de las células AKAPS ANK2 ANK3 SLMAP
1,45932E-25 19 74 2,09037E+13 del musculo cardiaco CACNB2 KCND3 KCNE3 SCN4B
CAV3 CTNNA3 SCN5A SCN10A
RYR2 NOS1AP
registro del movimiento basado DSG2 DSP TNNT2 AKAPS
2,54198E-07 10 39 2,08755E+14 E en filamentos de actina MYBPC3 ANK2 CAV3 CTNNA3
SCN5A RYR2
L KCNH2 ANK2 ANK3 SLMAP
Despolarizacion de la membrana
3,54913E-05 9 36 2,03536E+14 CACNB2 SCN4B CAV3 SCN5A

SCN10A




Tabla 4 5. Enriquecimiento molecular ShinyGO.

Enriquecimiento [No. ([Vias |Enriquecimiento
FDR Genes |Genes |pliegues Vias Genes
Actividad del canal de potasio dependiente
de voltaje involucrada en el musculo KCNH2 KCNJ5
2595314,67 4 12 2,71381E+14|cardiaco ventricular KCND3 KCNE3
SNTA1 CAV3 SCN5A
3914323,131 4 15 2,17105E+14|Unidn de 6xido nitrico sintasa NOS1AP
3,63898E+13 2 11 1,48026E+14|Unidn a proteinas involucrada en la adhesiéon| DSG2 DSP
5,02076E+13 2 13 1,25253E+14|unidn a titina MYBPC3 ANKRD1
Actividad del canal de sodio dependiente de | SCN4B SCN5A
2611015095 3 24 1,01768E+14|voltaje SCN10A
1,30897E+14 2 22 7,4013E+13|Actividad del canal de potasio rectificador KCNH2 KCNJ5
1,30897E+14 2 22 7,4013E+13|Actividad de anclaje del citoesqueleto ANK2 ANK3
2,92133E+14 1 11 7,4013E+13|Actividad de los canales de calcio CACNB2
Actividad de la molécula estructural que
2,92133E+14 1 11 7,4013E+13|confiere elasticidad. TTN
SNTA1 AKAP9 ANK2
ANK3 KCND3 KCNE3
SCN4B CAV3 SCN5A
0,000865976 12 140 6,97837E+14|Unidn al transportador transmembrana SCN10A TRDN RYR2
8709309595 3 38 6,42744E+14|Actividad reguladora de los canales de sodio | SNTA1 SCN4B CAV3
1,71884E+14 2 26 6,26264E+14|Unidn a la subunidad reguladora de la AKAP9 RYR2
3,36429E+14 1 13 6,26264E+14|Actividad del canal de potasio rectificador KCND3
1,95452E+14 2 28 5,81531E+14|Unién de espectrina ANK2 ANK3
3,49314E+14 1 14 5,81531E+14|Unidn de cadenas pesadas de miosina MYBPC3
3,49314E+14 1 14 5,81531E+14|Unidn a la subunidad catalitica de proteina RYR2
3,49314E+14 1 14 5,81531E+14|Unién de dominio de dedo RING de tipo KCNH2
Actividad de histona metiltransferasa
3,65446E+14 1 15 5,42762E+14|(especifica de H3-K9) PRDM16
3,65446E+14 1 15 5,42762E+14|Unidn de actinina alfa muscular TTN
SCN4B SCN5A
1,2821E+13 3 46 5,30963E+14|Actividad del canal de sodio SCN10A

En la tabla 4.5 se observa que, para el enriqguecimiento molecular, los genes estan

implicados en la conformacion, regulacion de los diferentes canales iénicos dependientes

de voltaje, asi que cualquier alteracion en alguna de las vias en las cuales interactian

resultara patogénica.

Usando la prueba de chi-cuadrado, el numero de exones mostré un valor de p (0.0023) al

comparar DEG con otros genes en el genoma. Ademas, el niumero de las isoformas de

transcripcion por gen fueron significativamente diferentes del valor esperado con un valor

de p = 0,051. Estos resultados indicaron que nuestros DEG identificados podrian tener

fuertes caracteristicas de transcripcion con otros genes, que podrian estar involucrados en

las enfermedades cardiacas.
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Figura 23 Comparacion de los genes AKAP9, ANK2, ANK3, ANKRD1, CACNA1C, CACNB2,
CASQ2, CAV3, CTNNAS, DSG2, DSP, KCND3, KCNE3, KCNH2, KCNJ5, KCNQ1, MYBPC3,
NOS1AP, PRDM16, RYR2, SCN10A, SCN4B, SCN5A, SLMAP, SNTA1, TMEM43, TNNT2,
TPM1, TRDN, TRPMP4 y TTN con el resto de genes del genoma. Se ejecutaron pruebas de
chi-cuadrado y t de Student para ver si los genes tienen caracteristicas especiales en
comparacion con todos los demas genes: a) distribucién de las longitudes de UTRs, b)
distribucion de los genes estudiados, en comparacion con el genoma.



Para el andlisis de extension del genoma, observamos un valor p extremadamente bajo
(0.00096), mientras que para la comparacion de longitud 3'-UTR, observamos un valor p
(0,52) y para 5-UTR p (0.76). Existe una fuerte asociacion entre estos genes y por lo tanto
la presencia de variantes posiblemente patogénicas presentan un mayor riesgo de muerte
debido a arritmias cardiacas, miocardiopatias y enfermedades coronarias. Por ejemplo,
cerca del 50 % de los casos de ARVC estan asociados con mutaciones en genes que
codifican proteinas desmosomica y de adhesion celular necesarias para el acoplamiento

mecano-eléctrico en el corazén (Towbion JA. 2014)
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Figura 24 Enriquecimiento procesos bioldgicos en terminos de GO para los genes AKAP9, ANK2,
ANK3, ANKRD1, CACNA1C, CACNB2, CASQ2, CAV3, CTNNA3, DSG2, DSP, KCND3,
KCNE3, KCNH2, KCNJ5, KCNQ1, MYBPC3, NOS1AP, PRDM16, RYR2, SCN10A, SCN4B,
SCN5A, SLMAP, SNTA1, TMEM43, TNNT2, TPM1, TRDN, TRPMP4 y TTN (p < 0.05), a) el
gradiente de color representa los valores ajustados y las diferencias en el tamafio de las burbujas se
correlacionan con el factor de enriquecimiento; b) arbol de agrupamiento jerarquico, los términos GO
relacionados se agrupan segun la cantidad de genes que comparten. Los puntos mas grandes
indican valores de p mas significativos.

En la figura 4.2, se puede observar la gran correlacion que existe entre los genes
estudiados, que todos ellos estan no solamente interactuando, sino que participan en

mucho de los procesos biologicos que tienen que ver con el corazén. Se ha informado



previamente, que cuanto mas alto es el nivel jerarquico de los términos GO en la estructura

del &rbol, mas explicita es la funcién bioldgica (Jain S, Bader GD. 2010)

Se construy0 las redes para los componentes biologicos, celular y molecular Figura 4.3.
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Figura 25 Redes de interaccion de los genes estudiados a) componente biolégico, b)
componente celular y ¢) componente molecular.

Para el componente celular se observa que hay dos clisteres de interaccion, uno
correspondiente con los procesos celulares de contacto entre sarcolema, fibras de
contraccion, se podria decir que todo lo que tiene con el mecanismo de interaccion celular
a nivel fisico y en el otro clister los genes gue tienen que ver con el transporte a través de
los canales i6nicos y sus proteinas asociadas. En el componente molecular (c), se observa
en un gran cluster donde estan incluidas todas las interacciones a nivel ce los canales

iGnicos durante el potencial de accion.

Los mapas de rutas de KEGG son diagramas de red de interaccién/reacciébn molecular
representados en términos de los grupos de ortologia KEGG, En la figura 4.4, se observa
los diagramas de rutas enriquecidas y como los genes de estudiados estan interactuando
con las deméas moléculas. Por lo tanto, cualquier variante en genes puede ocasionar la

presencia de un mismo o diferente fenotipo.

Para adquirir informacion util sobre el mecanismo molecular patogénico subyacente a la
MSC, fue necesario identificar las vias bioquimicas enriquecidas en los genes
candidatos. El enriquecimiento de la ruta para muerte subita cardiaca se realiz6 mediante
el uso de KEGG (figura 4.4), se encontraron tres vias bioquimicas principales asociadas la

primera asociada a HCM, la segunda a DCM y la tercera a DM. Lo cual es concordante



con estudios previos, ya que la MCH es una de las principales causas de MSC (O'Mahony
C, et al. 2014; Vriesendorp PA, et al. 2014), y la MCD es otra causa importante de MSC
(Pahl E, et al., 2012; O'Mahony C., et al., 2019).
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Figura 26. Ruta KEGG significativa para a) miocardiopatia arritmogénica del ventriculo
derecho (ARVC), b) miocardiopatia dilatada (DM), ¢) miocardiopatia hipertréfica (HCM) y d)
contraccién del musculo cardiaco. Los genes de interés estan resaltados en rojo.

La miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho (ARVC) es una forma genética de
miocardiopatia que generalmente se transmite con un patron autosémico dominante y
representa el 11-22% de los casos de MSC en la poblacién de atletas jovenes (Romero J,
et al. 2013).



En este estudio, también se encontro enriquecido la ARVC, varias vias de sefializacion que
estan involucradas en el metabolismo celular y el comportamiento celular se enriquecieron
mucho en nuestros resultados, incluida la via de sefalizacion del calcio, la via de
sefializacién de la oxitocina, la via de sefializacion de GMP ciclico (cGMP)-proteina
quinasa G (PKG), AMP ciclico (cAMP) via de sefalizacion, via de sefalizacion HIF-1 (en
respuesta al estrés hipoxico), via de sefializacion de proteina quinasa activada por
mitégeno (MAPK), lo que es consistente con estudios previos que sugieren que estas vias

tienen funciones importantes en la MSC (Yeung CY, et al., 2012; Ackerman M, et al., 2016).

Prediccién de la estructura 3D de las proteinas con alguna variante posiblemente
patogénica.

El analisis Prediccién de la estructura 3D, visualizaciéon y cambios fisicoquimicos de las
sustituciones: para estudiar las propiedades biofisicas de estas mutaciones, se utilizo el
servidor Project HOPE para cumplir este propésito, RaptorX se utilizé para predecir un
modelo de estructura 3D para la proteina TTN, TRPM4 y KCND3 (Figura 4.5).

El andlisis de la prediccién de la estructura 3D mediante el servidor HOPE, arrojo para las
variantes posiblemente patogénicas para el gen TTN:

4.5-a) Gen TTN: p.P1698L: el aminoacido Prolina cambia a Leucina en la posicién 1698.
Los aminoacidos de tipo salvaje y mutantes difieren en tamafio. El residuo mutante es mas
grande, esto podria dar lugar a golpes, la hidrofobicidad del residuo de tipo salvaje y
mutante es diferente. Se perderan las interacciones hidrofébicas, ya sea en el nicleo de la

proteina o en la superficie.

4.5-b) p.W16260C: Los aminoacidos de tipo salvaje y mutantes difieren en tamafio, el
residuo mutante es mas pequefio que el residuo de tipo salvaje, la mutacion causara un
espacio vacio en el nacleo de la proteina. El residuo mutado se encuentra en un dominio
gue es importante para la union de otras moléculas y en contacto con residuos en un
dominio que también es importante para la unién. La mutacion podria alterar la interaccion

entre estos dos dominios y, como tal, afectar la funcion de la proteina.



a) TTN: P1698L

b) TTN: p.W16260C

c) TTN: p.124660T

_NJ 4

g) TRPM4: p.S789G

i) KCNH2: p.R92P

h) KCND3: p.R571H
BA “4

j) CTNA3: Q193A

Figura 27 Primer plano para las variantes patogénicas de los genes TTN, MYPC3, TRPM4,
KCND3, CTNA3 y KCNH2 genes. La proteina es gris, las cadenas laterales de los residuos
de tipo salvaje color verde y mutantes de color rojo.

4.5-c) p.124660T: los aminoacidos de tipo salvaje y mutantes difieren en tamafio, el residuo

mutante es mas pequefio que el residuo de tipo salvaje, la mutacién causara un espacio

vacio en el nucleo de la proteina, la hidrofobicidad de la naturaleza El tipo y el residuo



mutante difieren. La mutacion provocara la pérdida de interacciones hidrofébicas en el

nucleo de la proteina.

4.5-d) p.P22367L: Los amino&cidos de tipo salvaje y mutantes difieren en tamafio. El
residuo mutante es mas grande que el residuo de tipo salvaje, el residuo de tipo salvaje
estaba enterrado en el nucleo de la proteina. El residuo mutante es mas grande y

probablemente no quepa.

4.5-e) P16475Q: esta dentro de un dominio, anotado en UniProt como Ig-120. La variante
patdgena provocard la pérdida de interacciones hidrofébicas en el nucleo de la proteina. El

residuo mutante es mas grande y menos hidrofébico.

4.5-f) MYBPC3: Q998E: se encuentra en un dominio UniProt como Ig-like C2-type 6 e
introduce un acido glutdmico en esta posicion. El residuo mutante tiene carga positiva y el
residuo de tipo salvaje tiene carga neutra. El residuo de tipo salvaje estd muy conservado,
pero también se han observado otros tipos de residuos en esta posicion. Ni el mutante ni
ningun otro tipo de residuo con propiedades similares se observo en diferentes secuencias
homdélogas en esta posicién. Segun los puntajes de conservacion, esta variante patégena
probablemente dafa la proteina.

4.5-g) TRPM4: p.S789G: Los aminoacidos de tipo salvaje y mutantes difieren en tamafio,
el residuo mutante es mas pequefio que el residuo de tipo salvaje. La mutacién causara un

espacio vacio en el nucleo de la proteina.

4.5-h) KCND3: R571H: introduce histidina en esta posicion. El residuo mutante es
minoritario y tiene carga neutra, mientras que el residuo de tipo salvaje tiene carga positiva.
El residuo de tipo salvaje esta muy conservado, pero también se han observado otros tipos
de residuos en esta posicion. El residuo mutante no se encontré entre los diferentes

residuos observados en esta posicion en otras proteinas homdélogas.

4.5-i) KCNH2: R92P: introduce prolina en esta posicion. El residuo mutado se encuentra
en la superficie de un dominio con una funcién desconocida. El residuo mutante es mas

pequefio, mas hidrofébico que el tipo salvaje y de carga neutra. El residuo de tipo salvaje



forma un enlace de hidrogeno con la glutamina en la posicion 84. Forma un puente salino

con el &cido glutamico en la posicién 90.

4.4.2 Andlisis de interaccién proteina-proteina

Las redes funcionales STRING de las proteinas TRDN, TTN, CAV3, DSP, DSG2, TRPM4,
AKAP9, ANK3, ANK2, CACNALC, MYBPC3, KCND3 y KCNH2, dieron como resultado una
red funcional donde se observa un nucleo que representa una canalopatia cardiaca
causada por el gen KCNH2 donde convergen otras proteinas que forman parte de lared y
que tiene que ver con el potasio dependiente del voltaje. y Fase 0 - despolarizacion rapida,
Fase 1 - inactivacion de canales rapidos de Na+, y canal de Potasio, dependiente de
voltaje, Kv3.1, canales de Potasio dependientes de voltaje, y Fase 3 - repolarizacién rapida,
originando QT largo

sindrome 2; ademas de otras patologias relacionadas. Esto significa que sus proteinas
tienen mas interacciones entre si de lo que se esperaria de un conjunto aleatorio de
proteinas del mismo tamafo y grado de distribucién extraidas del genoma. Tal
enriquecimiento indica que las proteinas estan al menos parcialmente conectadas

biolégicamente, como un grupo. Figura 4.6.

La red de estos genes al estar agrupada de esta forma indica, que sus proteinas tienen
mas interacciones entre si de lo que se esperaria para un conjunto aleatorio de proteinas
del mismo tamafio y distribucién de grado extraidas del genoma. Tal enriquecimiento indica

gue las proteinas estan al menos parcialmente conectadas biolégicamente, como grupo.

Cluster 1 (color rojo): con valor de enriquecimiento PPI p- valor (1.0e-16), grado promedio
del nodo (6.4) y coeficiente promedio de agrupamiento local (0.858). Conformado por los
genes CACNA1C, CASQ2, CAV3, CTNNA3, RYR2, TMEM43, TNNT2, TPM1, TRDNy TTN
asociados a procesos biolégico como: deteccion de estiramiento muscular, miocito de
Purkinje para sefalizacidén de células del musculo cardiaco ventricular, liberacién de iones
de calcio secuestrados en el citosol por el reticulo sarcoplasmico, regulaciéon positiva del
secuestro de iones de calcio, regulacion del potencial de accion de las células del musculo
cardiaco ventricular, entre otros; estan asociadas a distrofia muscular Limb-girdle, SQTL,
LVN, DCM, CPVT, ARVC, ICM, entre otros.



- s =
\ i IM\Q\‘\\\\QS\e
Nos1AP /NS

” RN P
;7 \k‘;’{'\q
i

v -
N L.
™
/CACNALC 242 a’» RO
- iR A\ @
{ LI

Ly

SR KCNHD R
i T

PRDM16

®

TMEM43

®

CTNNA3

Figura 28 Red funcional de los genes TRDN, TTN, CAV3, DSP, DSG2, TRPM4, AKAP9,
ANK3, ANK2, CACNA1C, MYBPC3, KCND3 y KCNH2 con tres cllsteres: cluster 1 (rojo),
claster 2 (verde) y cluster 3 (azul).

Cluster 2 (color verde): con valor de enriquecimiento PPI p- valor (1.0e-16), grado promedio
del nodo de (10.3) y coeficiente promedio de agrupamiento local de (0.831).

Conformado por los genes AKAP9, ANK2, ANK3, ANKRD1, CACNB2, DSG2, DSP,
KCND3, KCNE3, KCNH2, KCNJ5, KCNQ1, MYBPC3, NOS1AP, SCN10A, SCN4B,
SCN5A, SLMAP y SNTA1, asociados principalmente a la regulacion de la despolarizacion
de la membrana durante el potencial de accion de las células del musculo cardiaco,
despolarizacion de la membrana durante el potencial de accion de la célula del nodo
atrioventicular, regulacion del potencial de accion de las células del musculo cardiaco
auricular, regulacién del potencial de accion de las células del musculo cardiaco implicado
en la regulacion de la contraccion y la organizacion del tabulo.



Asociados enfermedades como: arritmia cardiaca relacionada con anquirina B, sindrome
de Timoty, sindrome LQTS13, LQTS 12, LQTS 3, , SQTS, BrS, ARVC, DCM, SIDS,

enfermedad de conduccidn del corazén, entre otros.

Claster 3 (color azul): con valor de enriquecimiento PPI p- valor (1), grado promedio del
nodo de (0) y coeficiente promedio de agrupamiento local de (0). Conformado por el gen
PRDM16 (PR dominio zinc finger proteina 16), se une al ADN y funciona como regulador

transcripcional.

En la figura 4.7, se observa los genes de interés en circulos mas grandes hacia el centro y
alrededor la interaccion con otros genes, la mayoria son genes también asociados a

enfermedades cardiacas.
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Figura 29 Red de interaccion los genes AKAP9, ANK2, ANK3, ANKRD1, CACNA1C,

CACNB2, CASQ2, CAV3, CTNNA3, DSG2, DSP, KCND3, KCNE3, KCNH2, KCNJ5,

KCNQ1, MYBPC3, NOS1AP, PRDM16, RYR2, SCN10A, SCN4B, SCN5A, SLMAP,
ENSNTAL, TMEMA43, TNNT2, TPM, TRDN, TRPMP4 y TTN, con otros genes. las

proteinas asociadas a enfermedades cardiacas como cardiomiopatias y canalopatias,



adicional, se logré comprobar que las enfermedades cardiovasculares que desencadenan
muerte subita, no son causadas por un solo gen, en cambio es el resultado de la interaccion
de multiples genes, por lo cual se puede decir que cada gen solo juega un pequefio papel

en la aparicion de la enfermedad (Roberts WC, 1990).






5. Conclusiones

5.1 Conclusiones Apoyo al diagnostico molecular forense

Con este estudio se podria asociar las variantes: (i) AKAP9 (c.G4841A:p.R1614Q) y ANK3
(c.C11159T:p.T3720M y ¢.C4465T:p.P1489S) caso Il y (i) ANK2 (c.G6634A:p.G2212S) y
CACNA1C (c.C5689T:p.R1897C) caso IV, con muerte subita del lactante.

Después de una cuidadosa consideracion, junto con un enfoque conservador, se concluyo
de la variante KCNH2 (exdén 2: ¢.G275C: R92P) homocigota contribuyo a la muerte del

joven de 15 afios (caso VI) en forma de LQTs tipo 2.

El analisis molecular apoyado por NGS permiti6 identificar variantes en los genes KCND3,
CTDSP2, MYBP3, TTN y ACTN2 posiblemente relacionadas con MSC en un varén de
guince afios. Ademas, la variante homocigota en el gen KCNH2 asociada con el sindrome

de QT largo tipo 2 sugiere que la muerte del paciente se debi6 a una canalopatia cardiaca.

Las variantes encontradas en los genes TRDN, TTN, CAV3, DSP, DSG2, TRPM4, AKAP9,
ANKS3, ANK2 y CACNALC por si solas no explicarian la causa de muerte, sin embargo,
considerando las frecuencias poblacionales, los resultados de los predictores de
patogenicidad, la presencia de dos o més variantes en el mismo gen o genes diferentes

podria conducir a la muerte cardiaca subita.

Cuando se trate de casos de muerte subita en lactantes, se debe realizar investigacion de
otros genes asociados con otras enfermedades como podrian ser, genes congénitos de
errores del metabolismo y enfermedades de inmunodeficiencia primaria y otras

enfermedades hereditarias que puedan haber contribuido a la muerte.

La muerte subita e inesperada de bebés o adultos puede atribuirse a una gran cantidad de

enfermedades diferentes, de las cuales solo una es la enfermedad cardiaca hereditaria y
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poder explorar las posibilidades de otras enfermedades en una persona fallecida trae

muchos desafios, especialmente cuando no se cuenta con la historia clinica.

Es importante que se mantenga una mente abierta sobre la(s) enfermedad(es), el(los)
mecanismo(s) de la enfermedad y el(los) gen(es) que pueden estar asociados con la
persona fallecida y contar con muestras de los padres resulta de gran importancia para

realizar estudios de cosegregacion e interpretacion de los resultados.

La deteccion de variantes de significado incierto lleva a la necesidad de desarrollar guias
forenses especificas que permitan una interpretacion adecuada de las variantes genéticas

raras, junto con un equipo multidisciplinario.

Finalmente, para evaluar mejor la prevalencia de estas variantes en los casos esporadicos
de muerte suUbita, es necesario realizar estudios moleculares en un ndmero mas

significativo de casos.

5.2 Conclusiones del Analisis in silico

Las bases de datos son una fuente importante para conocer el estado de salud de las
poblaciones, cuales genes estan interactuando y, para el tema de discusion, cuales podrian
ser de alto riesgo para desencadenar una cardiomiopatia o canalopatia que puede llevar a

una muerte sUbita de origen cardiaco.

Teniendo en cuenta que la base de datos de mil genomas es una buena representacion de
las poblaciones, se podria decir que por lo menos 48,56% de los individuos sanos
presentan variantes asociadas a muerte subita cardiaca y el 3,91% es portador de
variantes patogénicas, este valor se puede incrementar a medida que logre dilucidar las
variantes que presentan conflicto de interpretaciéon de patogenicidad con los algoritmos de

prediccion.

Al observar la patogenicidad establecida en el presente estudio, por medio de los
predictores de patogenicidad in silico de las bases de datos, se tiene que las poblaciones
EUR, del SAS y AMR tienen un mayor riesgo de ser portadores de variantes asociadas a
miocardiopatias, con frecuencias de 0.04076, 0.03885 y 0.01585, respectivamente,

causada por el SNP (rs17604693) del gen DSP. Adicionalmente, se tiene que para las
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poblaciones EUR, los Variantes (rs28763967 y rs78652302) ya se han establecido como
causantes de miocardiopatias.

En cuanto a canalopatias cardiacas son las poblaciones AFR y las del EAS, con
frecuencias de 0,08623 y 0.02213 correspondiente al SNP (rs7626962) del gen SCN5A,
podrian ser las méas afectadas, pero esto se debe evaluar, ya que este SNP presenta
conflicto de interpretacion de patogenicidad con los predictores.

Se deben realizar estudios mas detallados encaminados a establecer el papel de variantes
en las regiones 3' UTR y 5’ UTR como posibles modificadores genéticos en cada uno de
los genes, ya que esto permitira en el futuro establecer protocolos de prevencién o creacion
de dianas terapéuticas que permitan la disminucion de casos de muerte subita cardiaca a

nivel mundial.

5.3 Conclusiones Prevalencia de variantes asociadas a
canalopatias cardiacas y miocardiopatias

En este estudio se encontr6 una prevalencia de variantes en los principales genes
asociados con enfermedades cardiacas, cardiomiopatias con (40.6%), hipercolesterolemia
familiar con (5.4%), y a canalopatias cardiacas con (54%), adicionalmente del total de
variantes, el 27% presentan conflictos de interpretacion de patogenicidad que se deben

estudiar con mas detalle a futuro.

Con el estudio de cohorte retrospectivo de muerte subita, se puede determinar una
incidencia relativamente alta de enfermedades cardiacas genéticas desconocidas y mas

aun si tienen un componente familiar.

Con esta tesis, se sientan las bases de la importancia de incluir la autopsia molecular en
todas las victimas de SUD. Adicionalmente, se debe establecer con un grupo
interdisciplinario, para el consejo genético que se le pueda brindar a miembros de la familia

con el fin de prevenir futuros casos de SUD.

Hay varias cuestiones que deben abordarse en el futuro, incluida la implementacion de las
directrices nacionales para la investigacion de autopsias de muerte subita cardiaca en

medicina forense, la recomendacion de un panel de cribado genético molecular y la
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implementacion de un enfoque estandarizado para la recoleccion de los datos
epidemioldgicos en casos de muerte subita inesperada.

5.4 Conclusiones del analisis funcional

Tanto el analisis de prediccidon de patogenicidad, como el analisis de enriquecimiento de
funciones bioldgicas permiten determinar que el grupo de genes analizados participan en
varios procesos biolégicos y que la disfuncién de estos genes puede conducir a la aparicion

de enfermedades cardiovasculares.

Resulta de suma importancia cuando se presentan variantes patogénicas, probablemente
patogénicas y de significado incierto, valerse de los analisis funcionales in silico, para tener
una vision mas amplia que permita un diagnostico mas acertado, dada la heterogeneidad

genética y la variabilidad fenotipica que se presenta en este tipo de enfermedades.

El andlisis de cosegregacion con familiares en los casos de muerte subita, resulta muy
dificil, esta falencia se puede suplir con los andlisis funcionales in silico, los andlisis de
prediccion de patogenicidad, los andlisis de enriquecimiento GO y la construccién de redes
de interaccién de proteina-proteina, ya que estos permiten comprender no solamente la
contribucién de los factores genéticos, sino también los mecanismos moleculares

subyacentes a la muerte subita cardiaca.
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6. Limitantes en el estudio, perspectivas
futuras y consideraciones éticas

6.1 Limitantes en el estudio

La secuenciacion del exoma, mediante paneles de genes es una técnica util para
secuenciar un gran namero de genes especificos y de forma rdpida. En este estudio se
parti6 de la seleccién de casos que posiblemente estaban asociados a muerte subita
cardiaca, por los estudios de autopsia médico legal. Este enfoque para el diagndstico de

casos, sin embargo, tiene limitaciones.

En primer lugar, estas técnicas tienen una tasa inherente de falsos negativos que es mas
alta, que la vista en la secuenciacion de Sanger. Esto se debe a una combinaciéon de baja
cobertura en areas particulares, secuencia faltante en areas que no estan cubiertas por
tecnologia de captura dirigida y secuenciacion deficiente de areas ricas en GC. Estos
aspectos pueden explicar en parte por qué al menos el 30% de los casos permanecen sin
diagnosticar. Una forma de minimizar estos problemas serian repetir la secuenciacion en
casos negativos usando diferentes tecnologias de captura para ver si eso revela otras

variaciones perdidas con la primera ejecucion de secuenciacion.

En segundo lugar, las variantes que se detectan se pueden perder durante la etapa de
filtrado, esto hace que variantes de importancia o variantes en nuevos genes se queden
sin estudiar y que podrian proporcionar informacién valiosa para el diagnostico de la causa

de muerte.

Otro problema surge por las variantes que presentan conflictos de interpretacion de
patogenicidad, y para esto se deben desarrollar estrategias como analisis in silico

adicionales que ayuden a discernir la patogenicidad o no de estas variantes.

La incapacidad de probar funcionalmente todas las variantes candidatas, en especial
variante de secuencia (KCNH2: ¢.G275C:p.R92P) con estudios de cosegregacion con
familiares, para corroborar los resultados de patogenicidad realizados in silico. Puede ser

qgue las variaciones en los casos no explicados residan en genes que no estan
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identificados, errbneamente identificados o en genes complementarios que codifican
proteinas que interactdan con los canales ionicos, o0 que no eran el objetivo principal del
estudio y por eso no se analizaron, para esta en el futuro se deberia realizar una nueva
secuenciacion con el exoma clinico al segundo grupo de casos analizados y volver a
analizar otros genes en los seis primeros casos.

Otros limitantes, que pudieron afectar la tipificacion de las muestras, podria ser el
almacenamiento de las muestras de sangre que, si bien estan en refrigeracion, no es el
mejor método de almacenamiento, que deberian estar por lo menos a menos 20°

centigrados, esto puedo afectar la extraccion del ADN y la construccién de las librerias.

En el pais alin no cuenta con directrices para la investigacion molecular de la autopsia de
la muerte subita cardiaca.

6.2 Perspectivas futuras

La investigacion realizada dentro de esta tesis de doctorado forma una base solidad para
un estudio genético forense prospectivo a largo plazo en casos de muerte subita en
Colombia.

Se deben explorar también las variaciones en el ADN mitocondrial (mtDNA), debido a su
asociacion emergente con la muerte subita (Kytdvuori L, et al. 2020; Kosho Y., et al. 2022)
y como el mtDNA participa en gran medida en la produccién de energia, que es vital para
la supervivencia, muchas variantes del mtDNA no son compatibles con la vida (Kosho Y.,
et al. 2022).

Crear un protocolo para el abordaje molecular de casos de muertes inexplicadas, que
pueden ser de diferente origen, cardiacas (cardiomiopatias y canalopatias), no cardiacas
(epilepsia, trastornos metabolicos, etc.) y cuyos genes estan interactuando constantemente

en los diferentes procesos fisioldgicos.

Disefiar un consentimiento informado para que los familiares de las victimas de muerte
subita (SUDED), autoricen la toma de muestras para andlisis molecular en caso de ser

necesarias para el complemento de la autopsia médico legal.
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Continuar con este tipo de analisis, con el fin de consolidar informacion genética que
permita establecer una prevalencia de variantes patogénicas y de nuevos genes, en
enfermedades cardiacas y no cardiacas que conlleven a una muerte subita inexplicada.

Realizar cursos de capacitacién a los médicos patélogos sobre la interpretacién de los

resultados genéticos que se obtengan en los casos de muerte subita inexplicada.

6.3 Consideraciones éticas

En esta tesis de doctorado, es la primera investigacion que se realiza en el pais y que
involucré el uso de muestras postmortem para el analisis molecular. La investigacion
requiri6 del uso de fluidos corporales lo que significa que se debia tener un consentimiento
informado por parte de los miembros de la familia, esto se suplié en primer lugar, mediante
la aprobacion del comité de ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de
Colombia y segundo lugar mediante el Decreto 0786 de 1990, haciendo énfasis en especial
al Capitulo VI. De las Viscerotomias y los articulos 18, 19, y 20.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In most cases, sudden unexplained death (SUD) is caused by hereditary cardiac arrhythmias that standard

SuD
Cardiae Channelopathies

1Q1s

forensic autopsy procedures cannot prove, For this reason, forensics analysis must apply other methodologies to
uncover related factors. For example, postmortem molecular analysis (molecular autopsy) based on next-

NGS

s & promising and cffective tool for diagnosing SUD. This analysis allows sci-

entists to detect well- knuwn, new, and rare pathogenic exonic variants or those with unknown significance that

could be related to the cause of sudden death. Using exome sequencing, we identified rare exon variants in
MYBPC3, KCND3, TTN, and ANK3 in a fifteen-year-old male SUD case with negative toxicology analysis and
autopsy showing microscopie abnormality of heart fiber disarray. Our findings suggested that this casc might be

d with cardiac

pathy long Q1" type 2, as a potential causative factor,

1. Introduction

Cardiovascular diseases are one of the leading causes of sudden
cardiac death (SCD), with an estimated incidence of around 20% in
industrialized countries. Nowadays, it is becoming a public health
problem worldwide [1,2]. Uncovering inherited cardiomyopathies and
channelopathies is challenging in postmortem examinations. Neverthe-
less, they are known to be causally linked to sudden unexplained death
(SUD). Cardiomyopathies such as hypertrophic, dilated, and arrhyth-
mogenic, can present with minimal structural changes in the heart in
SCD [3,4] and ck 1 i are not d with ical dif-
ferences but affect heart rate and cardiac electrical conduction, trig-
gering sudden cardiac arrest [3,5].

In recent years, genetic studies to establish the genetic basis of SCD
include the analysis of gene mutations from four main families of pro-
teins: sarcomeric (associated with hypertrophic cardiomyopathy) [6],
cy (; 1 with dilated pathy) [7],

(associated with arrhythmogenic right ventricular dysplasia) [8] and ion
channels (associated with hereditary arrhythmias such as long and short
QT syndrome) [9,10], Brudaga di (BrS) [11], C holaminergic
Polymorphic Ventricular Tachycardia (CPVT) [12], Early Repolarization
Syndrome and Idiopathic Ventricular Fibrillation (PRSyLVF) [13].
However, the genetic basis for SCD has not been fully deciphered,
leading to it being classified among conditions with complex inheritance
4.

Additionally, SCD has become a public health problem given its high
incidence in young people worldwide [15]; therefore, its study is of the
utmost m|pon1nce gnven its genetic heterogeneity and pleiotropy.

P to d ine the correct cause of death are 1.
analysis of antemortem clinical data, 2. an inspection of the scene where
the death occurred, 3. autopsy with dissection of the major organs
(brain, heart, lungs, liver, and kidneys) 4. toxicology assays, 5. micro-
biologic cultures, and 6. metabolic screening in newborns [16]. After
many efforts, the cause of death is still unsuccessful in some cases. As a
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result, those deaths are suggested to have a high probability of being
associated with channelopathy-type cardiac arrhythmias [17,18],
making the diagnosis problematic since they cannot be detected during
an autopsy. Besides, for further genetic counseling, an accurate post-
mortem identification of the disease-causing mutation could be used to
assess if there is a risk in other family members to the onset of SCD [19].

Channelopathies are known to be caused by mutations in ion chan-
nels. They present a Mendelian inheritance pattern and variable
expression with incomplete penetrance [20]. These discoveries have
changed how pathologists approach sudden death in autopsies. Molec-
ular diagnoses might become a practical methodology to enrich the
diagnosis of the causes of SCD [21,22]. Researchers are encouraged to
incorporate molecular tests to understand the breadth and depth of heart
disease.

Our findings are a specific example of the role and advantages of
using molecular analysis in cases of sudden unexplained death. It has
turned out to be very important for studying complex diseases such as
diabetes, cancer, and conditions of cardiac origin (channelopathies)
associated with SCD, among others [7]. For that, the development of
massively parallel or next-generation sequencing (NGS) allows the
analysis of a patient’s complete genome/exome sequence and, as a
result, permits the analysis of a bigger pool of genes. In this study,
clinical exome sequencing was applied to support the potential diagnosis
of SUD as the probable causative of the death of a fifteen-year-old male.
The teenager died in 2016, and his results were negative for toxicology
and virology. Furthermore, there were negative forensic autopsy results,
i.e., no structural heart damage. Finally, our approach enriched the
markers suggested to be associated with this SUD.

2. Materials and methods
2.1. Subject

A fifteen-year-old male showed microscopic abnormality of heart
fiber disarray and negative toxicological tests after an autopsy without
family records of heart disease. He died in the dormitory while sleeping.

2.2. Autopsy and pathology testing

A forensic scientist performed the autopsy. The heart, brain, liver,
kidney, lung, and other primary organ tissues were collected for histo-
pathological examination. Blood from the heart was collected for toxi-
cological analyses.

2.2.1. DNA sampling

DNA extraction was performed from blood taken from a male fifteen-
year-old who died in 2016, with the QIAamp®DNA Blood Midi/Maxi
kit, following the manufacturer’s recommendation. The blood was
stored and refrigerated in the Evidence Center of the National Institute
of Legal Medicine and Forensic Sciences of the Bogota Regional
Directorate.

2.2.2. Construction of libraries and NGS sequencing

Sample library preparation was performed using the TruSight One
Sequencing Panel Series (Illumina), which includes 4834 clinically
relevant genes, using the Nextera XT Kit (Illumina). The libraries were
quantified using the Quantitating dsDNA kit in the Quantus™ Fluo-
rometer instrument and following the manufacturer’s recommenda-
tions. Subsequently, the libraries were sequenced as paired reads of 2 x
150 bp with the MiSeq kit (Illumina Inc., San Diego, CA. USA) using
MiSeq Reagent V3 (150 cycles), following the manufacturer’s
recommendations.

2.2.3. Bioinformatic analysis
The quality of the sequences was performed using the FASTQC [23]
and FASTP [24] software, the alignment algorithms BWA-Backtrack
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(MiSeq Reporter-Illumina), Bowtie2 [25], BWA-MEM [26], GSNAP
[27] and NovoAlign [28], HaplotypeCaller-GATK-HC [29], Samtools
mpileup [30] and Freebayes [31] were used for variant calling. DNA
read alignment was performed against the reference genome
GRCH37/hg19.

2.2.4. Variant annotation

The annotation of the exome variants was carried out through the
integration of the SnpEff [32] and ANNOVAR [33,34] bioinformatic
tools that integrate the population databases: dbSNP [35], (the 1000
Genomes Project Consortium), NHLBI Exome Sequencing Project (ESP)
[36], database [37], and the gnomAD and exomAD databases (htt
p://gnomad.broadinstitute.org). Information related to the association
between human phenotype and causative genes was added from ClinVar
[38,39].

2.2.5. Pathogenicity association of variants

Twelve types of in silico predictive algorithms were included: SIFT
[40], PolyPhen-2 [41], MutationTaster [42], LRT [43], Mutation
Assesor [44], FATHMM (Functional Analysis Through Hidden Markov
Models) [45], MetaSVM [46], RadialSVM, LR, CADD, GERP+ + [47],
phyloP [48], SiPhy [49], to assess the pathogenicity of identified vari-
ants. Filtering considered exome variants with a MAF < 0.01. The norms
and guidelines for interpreting sequence variants suggested by the
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) were
followed to classify the causality of each of the variants [50].

2.2.6. Prediction of SNP impact on protein stability

I-Mutant3.0 tools were used to predict the stability of a protein based
on the presence and.

type of microvariant, available at (http://gpcr.biocomp.unibo.it/
cgi/predictors/). For MuPro, structural analysis allowing calculation of
protein stability variations at arbitrary SNPs is available at (http://
mupro.proteomics. ics.uci.edu/).

The HOPE server was used to analyze the effect of the SNP on the 3D
structure of proteins and to calculate physicochemical properties. This
tool searches for 3D structures of proteins by collecting structural in-
formation from a series of sources, including calculations in the 3D co-
ordinates of the protein. UniProt base sequence annotations and
predictions from DAS services are available at http://www.cmbi.ru.nl/h
ope/.

Additionally, we analyzed protein-protein interaction and functional
networks to investigate the direct physical and functional relationships
between identified genes, using the (STRING) database available at
http://string.embl.de. The GeneMANIA server, available at http://
www.genemania.org/, was also used; it is an approach to recognizing
the protein’s function by integrating multiple genomics and proteomics
sources to make inferences about the role of unknown proteins. The
input was the keywords MYBkeywords3, TTN, ANK3, KCNH2, and
CTDSP2. The output was an image showing the biological network
interaction between those genes and their correlated genes.

3. Results
3.1. Case features

A male teenager, fifteen years old, passes away in his room while
sleeping. His toxicology results were negative for ethyl alcohol, cocaine,
derivatives, opiates, carboxyhemoglobin, and cyanide. The histopa-
thology report established the brain without specific alterations, a lung
with edema, and sections of the heart show foci of fiber disarray,
without fibrosis or inflammatory changes or lesions from a previous
infarction, and some myocytes with contraction bands indicating recent
ischemia. The forensic analysis and conclusion state: “In the absence of
other findings, concluding that death is due to cardiovascular causes is
not possible. It is considered that the cause of death is undetermined and
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probably natural.".

After recovering the necropsy findings, a genetic study was carried
out using NGS to determine whether the cause of death could probably
be a cardiac channelopathy.

From the molecular autopsy performed by next-generation
sequencing (NGS) on clinical exome analysis, a total of 8851 sequence
variants were identified. Bioinformatic filtering was performed with the
quality of the variants, population frequency, the information provided
by the various databases, and in silico prediction, and following the
recommendations of the ACMG/AMP group [51]. Table 1 shows the
relevant variants found during the study where the variants were
selected for further analysis according to the MAF < 0.1 calculated for
four different population sources EXAC, sources AD, gnomAD, and 1000
genome project. Five genetic variants were identified: C2992G, G1712A,
C49424A, G275C, and G6955A present in the MYBPC3, KCND3, TTN,
KCNH2, and ANK3 genes, respectively.

3.2. Functional prediction of pathogenic variant

Using in silico pathogenic predictors, pathogenic (D), probably
pathogenic (Pp), and benign (T) variants were determined. A cut-off
point of 20 was used for the CADD algorithm. Prediction of conserva-
tion of the sequence used a cut-off point greater than 4.4. Results are
shown in Table 2.

3.3. Protein stability prediction

Protein stability analysis was performed with I. Mutant 3.0 and
MUPro software. The change in free energy caused by the pathogenic
variant in the protein was calculated by I.Mutant. For MUPro, values <
0 mean stability decreases, and scores > 0 indicate increased protein
stability. The results of these predictions are shown in Table 3. MuPro
predictor results indicate reductions in stability for all the mutations.
Nevertheless, this trend changed in ANK3 and MYBPC3 when the pre-
dictor, the I-Mutator was used.

3.4. Server-based 3D structural modeling project hope

The MYBPC3 gene variant (rs11570112: NM_000256.3: Q998E) lies
in a UniProt domain as Ig-like C2-type 6 and introduces a glutamic acid
at this position. The mutant residue is positively charged, and the wild-
type residue is neutrally charged. The wild-type residue is highly
conserved, but other residue types have also been observed at this po-
sition. Neither the mutant nor any other kind of residue with similar
properties was observed in different homologous sequences at this po-
sition. Based on conservation scores, this pathogenic variant likely
damages the protein. In Fig. 1, a close-up of the pathogenic variant is
shown. Position 998 with the change Q by E is highlighted.

The KCND3 gene variant (rs186194682: NM_172198: R571H) in-
troduces histidine at this position. The mutant residue is minor and
neutrally charged, while the wild-type residue is positively charged. The
wild-type residue is highly conserved, but other residue types have also
been observed at this position. The mutant residue was not found among
different residues observed at this position in other homologous
proteins.

Table 1
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The TTN gene variant (rs541464855: NM_003319: P16475Q) is
within one domain, annotated in UniProt as Ig-120. The pathogenic
variant will cause the loss of hydrophobic interactions in the core of the
protein. The mutant residue is larger and less hydrophobic. In Fig. 2, a
close-up of the pathogenic variant is shown where the change P by Q is
highlighted in the 16,475 positions.

The ANK3 gene variant (1s140463162: NM_020987: D2319N) in-
troduces asparagine at this position. The mutant residue is charge
neutral, while the wild-type residue is negative; there is a loss of charge
from the wild-type residue. The mutant residue was not found among
the other residue types observed at this position in different homologous
sequences. No structural information was found on the HOPE server.

KCNH2 gene variant (NM_000238.4) (exon 2: ¢.G275C: R92P) in-
troduces proline at this position. The mutated residue is located on the
Surface of a domain with an unknown function. The mutant residue is
smaller, more hydrophobic than the wild type, and neutral in charge.
The wild-type residue forms a hydrogen bond with glutamine at position
84. It forms a salt bridge with glutamic acid at position 90. 3D modeling
is shown in Fig. 3, a close-up of the pathogenic variant. The pathogenic
variant introduces proline at this position. Position 92 with the change
of arginine to proline is highlighted.

3.5. Protein-protein interaction analysis

The Functional networks of the six proteins of interest were built by
STRING and covered some known functional networks. In Fig. 4, a hub
represents a cardiac channelopathy caused by the KCNH2 where other
network proteins converged. Interesting, the networks vertices corre-
spond gene associated with Voltage-gated Potassium channels, Phase 0 —
rapid depolarization, Phase 1 — inactivation of fast Na+ channels, Po-
tassium channel, voltage dependent, Kv3.1, Voltage gated Potassium
channels, Phase 3 - rapid repolarization, originating Long QT syndrome
2 and in addition to other related pathologies. Proteins have more in-
teractions with each other than expected from a random set of proteins
of the same size and degree of distribution drawn from the genome. Such
enrichment indicates that the proteins are partially biologically con-
nected as a group.

3.6. Gene-gene interaction

The analysis by GeneMANIA showed that MYBPC3, KCND3, TTN,
ANK3, and KCNH2 have many vital functions and interact with a
network of genes- Any alteration in one or more of them can alter the
gene interaction and cause an illness. The genes were co-expressed,
shared a similar protein domain, or contributed to similar functions,
as shown in Fig. 5.

4. Discussion

Of the 8851 variants identified by NGS on a clinical exome, five
relevant SNPs, in the MYBPC3, KCND3, TTN, ANK3, and KCNH2 genes,
were found after applying the different bioinformatic filters based on
recommendations from the ACMG/AMP group [51]. All five rare
potentially pathogenic exome variants were classified as poorly toler-
ated by at least two variant prediction algorithms. Therefore, it was

Variants selected for analysis according to population frequencies with a MAF < 0.1.

rsID Chr Gen Func. Ref Gene Genetic variant Change protein level zygosity MAF

ExAC exome AD gnomAD 1000 g
1811570112 chrll MYBPC3 exon27 €.C2992G P.Q998E het 0,0052 0,0072 0,0021 0,0061901
rs186194682 chrl KCND3 exon7 c.G1712A p.R5711 het 0,04701 0,04917 0,03232 0,00039936
15541464855 chr2 TIN exonl54 c.C49424A p.P16475Q het Absent Absent 0,03236 0,00019968
. chr7 KCNH2 exon2 .G275C p.R92P hom Absent Absent Absent Absent
15140463162 chr10 ANK3 exon37 ¢.G6955A p.D2319N het 0,0028 0,0033 0,0033 0,00139776
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Table 2
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Prediction of pathogenicity of SNPs in silico for SIFT, PolyPhen2, Mutation Taster, LRT, Mutation Assesor, FATHMM, MetaSVM, RadialSVM, LR, CADD, GERP+ +,

PhyloP, and SiPhy.

Gene AA change rsiD SIFT Polyphen2 LRT Mutation Taster Mutation Assessor FATHMM RadialSVM

KCND3 R571H 15186194682 D Pp D Pp Medium D D

TIN P16475Q r$511161855 D Pp . Pp High T D

KCNH2 R92P 3 T Pp T Pp Medium D D

ANK3 D2319N 15140463162 5 Pp D Pp Medium & T

MYBPC Q998E 1511570112 D Pp . Pp Medium T T

Gene AA change rsID LR CADD GERP+ +RS phyloP SiPhy IMPACT

KCND3 R571H 15186191682 D 28.7 5.63 2814 19639 Moderate

TIN P16475Q 541464855 D 12.28 5.56 2608 19497 Moderate

KCNH2 R92P . D 20.7 3.19 811 11991 High

ANK3 D2319N 15140463162 T 23.8 5.94 2816 20359 Moderate

MYBPC Q998E 1511570112 T 21.2 4.1 1311 14449 Moderate
Table 3
Protein stability of the SNPs by I-Mutant 3.0 and Mupro.

Gen SNP ID Change AA I-Mutant 3.0 RI DDG valor prediccion MuPro Prediction MuPro Score

Prediction

KCNIT2 3 R92P Decrease 6 0.52 Decreases 0.5125869

ANK3 18110163162 D2319N Increase 2 -0.22 Decreases -0.60151872

TIN 15541464855 P16475Q Decrease 8 1.29 Decreases 1.0325811

KCND3 15186194682 R571H Decrease 6 1.20 Decreases 0.7320396

MYBPC3 rs11570112 Q998E Increase 4 -0.16 Decreases -0.73155586
DDG: free energy change value; RI: reliability index

NH,
O
OH
HoN
o

Wild-type residue

QH

HoN
e}

Mutant residue

Fig. 1. Close-up of the pathogenic variant. The protein is shown in gray, and
the side chains of the wild type and mutant residues are shown and colored
green and red, respectively. MYBPC3 variant: rs11570112: Q998L, protein
position 998 change from glutamine to glutamic acid.

decided to perform further analyses. Predicted decrease or increase in
protein stability caused by the pathogenic variants was shown in
Table 3. Those results are consistent with the physicochemical charac-
teristics of each variant.

e MYBPC3: 1511570112 is a missense and splicing region variant
associated with primary dilated cardiomyopathy, hypertrophic car-
diomyopathy, left ventricular non-compaction cardiomyopathy,
primary familial hypertrophic cardiomyopathy, familial hypertro-
phic cardiomyopathy 4, cardiovascular phenotype, cardiomyopathy
dilated and dominant diabetic myopathy [52].

o KCND3: 15186194682 is a variant with a conflicting interpretation of
pathogenicity. The KCND3 gene (Potassium Voltage-Gated Channel

XZ

o HoN

o}

Wild residue Mutant residue

Fig. 2. Close-up of the pathogenic variant. The protein is shown in gray, and
the side chains of the wild type and mutant residues are shown and colored
green and red, respectively. TTN variant: rs541464855: P16475Q, protein po-
sition 92 changed from proline to glutamine.

Subfamily D Member 3) is associated with diseases such as Brugada
syndrome, a cardiac channelopathy with high genetic heterogeneity
that has a high incidence of sudden death in patients with a struc-
turally normal heart [53].
o TTN: 1s541464855 is a missense variant. The TTN gene encodes the
sarcomere titin protein found in cardiac and skeletal muscle, and its
mutations are associated with hypertrophic and dilated cardiomy-
opathy and various skeletal muscle diseases [54].
ANK3: 15140463162 may participate in the maintenance/direction
of ion channels and cell adhesion molecules at the nodes of Ranvier
and initial axon segments. It regulates the activity of the KCNA1
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2

4

< -
N
H

H
HoN Mutant residue

Wild residue

Fig. 3. Close-up of the pathogenic variant. The protein is shown in gray, and
the side chains of the wild type and mutant residues are shown and colored
green and red, respectively. Variant (KCNH2: NM_000238.4: R92P), protein
position 92 changed from an arginine to a proline.

KCNIP1

Fig. 4. Functional interaction between MYBPC3, KCND3, TTN, ANK3, and
KCNH2 genes and related genes.

channel depending on the levels of Mg (2 +) in the diet and, there-
fore, contributes to the regulation of renal reabsorption of Mg (2 +).
ANK3 (ANKG) is required for the localization of NaV1.5 and CaMKII
in the intercalated disc of cardiomyocytes [57]. A variant of the
SCN5A gene in the ANKG-binding motif of NaV1.5 has been associ-
ated with Brugada syndrome and arrhythmia [58]. This same variant

Forensic Science International: Reports 6 (2022) 100300

is a loss-of-function variant when expressed in primary car-
diomyocytes. AnkG variants have been associated with Brugada
syndrome and, more recently, dilated cardiomyopathy [59].
KCNH2 (exon 2: ¢.G275C: R92P): Analysis of this variant reveals that
the mutated residue is found in a MilD_Hotspot region for type 2 LQT
syndrome that contains highly lethal variants [60]. Variants in exon
7 of the KCNH2 gene have previously been reported to cause sudden
death [61], which is consistent with the structural effects of the
mutations in the protein. The mutation in this gene could be
responsible for the cause of death.

Since conformational changes are vital to the function of many
proteins, conformational flexibility and stiffness must be very well
balanced [62]. SNPs rs11570112, rs186194682, rs541464855,
15140463162, and R92P were validated as highly conserved by the
HOPE algorithm, suggesting that they have deleterious effects on pro-
tein structure and therefore likely to be pathogenic. This is consistent
with the observation that harmful SNPs are more common in conserved
sites [63]. Furthermore, if mutated residues are found in internal do-
mains of a protein’s structure, incorrect folding may decrease protein
stability, leading to effects mimicking the presence of deleterious
nonsense variants [64].

The R92, P16475, R571, and Q998 residues, found in essential do-
mains for each protein structure, will cause a loss of hydrophobic
interaction and changes in size, which will not allow for correct mo-
lecular interactions, affecting the function of protein complexes [65].

Although functional and clinical studies are required for definitive
classification of deleterious variants, it can take a long time to obtain
data on all variants. Different approaches with a certain degree of reli-
ability predict highly dangerous SNPs [66]. The methods used in our
present study offer evidence of the applicability of these approaches to
infer variant pathogenicity.

Protein-protein interaction calculated with STRING (Fig. 4) showed
that KCNH2 has strong interactions with KCND3, ACTN2, MYBPC3, and
TTN. Furthermore, the variants found in the genes MYBPC3, TTN, and
ACTN2 have been associated with hypertrophic cardiomyopathy,
channelopathies such as the Brugada syndrome, and other arrhythmias
[67-69]. If they are simultaneously presented, those pathogenic variants
might be strong candidates to trigger sudden cardiac death. Although
ANK3 is not included in the network prediction, it is known that it is
associated with the NaV1.5 cardiac sodium channel of the SCNAS gene,
which is expressed in the ventricular intercalated disc and the mem-
branes of cardiomyocyte T tubules. As described, alterations in the
Navl.5 protein that block ANK3 binding and surface expression of
Nav1.5 in cardiomyocytes can lead to the cardiac arrhythmia known as
Brudaga syndrome [67].

Finally, the gene interaction network built by GeneMANIA shown in
Fig. 5 shows a robust physical interaction and a relationship between
domains with some co-expressed genes. These findings might indicate
that alterations in the proteins of the genes KCNH2, KCND3, ACTN2,
MYBPC3, and TTN together could be potential factors associated with
sudden cardiac death. Our results recommend further molecular dy-
namics studies among these genes [63,69].

We claim that other experiments should be performed to assess if the
protein localization triggers SUD and other electrophysiologist assays.
While our survey shows that it is possible to detect variants with NGS of
exomes, functional analysis are required to determine their pathoge-
nicity using mice and other model organisms. Finally, the complexity of
the variants, such as their heterogeneity and the variable expression,
must also be considered in further analysis. In this context, substantial
challenges to complete the SUD diagnosis remain. Hence, our study
gives a set of candidates to further validate their pathogenic role in SUD.
Our screening demonstrates the potential that NGS technology has to be
applied to increase the number of markers to be analyzed in SUDs [69]
and forensic science [70,71].
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» Shared protein domains
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Fig. 5. Biological network of interaction between MYBPC3, KCND3, TTN, ANK3, and KCNII2 genes and other related genes, predicted by GeneMANIA.

5. Conclusion

We present a molecular autopsy supported by next-generation
sequencing of the clinical exome that includes 4834 clinically relevant
genes for a suspected case of SCD. Genetic analysis using NGS was
performed on the blood sample recovered during an autopsy to identify
the causal variants of the phenotype and the reason for sudden death.

The molecular analysis supported by NGS allowed us to identify
variants in the KCND3, CTDSP2, MYBP3, TTN, and ACTN2 genes
possibly related to SUD in a fifteen-year-old male. Additionally, the
homozygous variant in the KCNH2 gene associated with long QT syn-
drome type 2 suggests the patient’s death was due to a cardiac chan-
nelopathy. Our results support the diagnosis of this death as potentially
associated with SCD due to genetic variants detected that affect the
structure and function of the proteins and mild disarray found in the
individual's cardiomyocyte fibers. Finally, to better assess the preva-
lence of these variants in sporadic SUD, molecular studies need to be
performed on a more significant number of cases.
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Abstract

In recent years, significant advances have been made in understanding the genetic factors that predispose to sudden cardiac
death, finding multiple affected genes that cause arrhythmic disorders, which could trigger sudden death in structurally normal
hearts, to determine these genetic variants. It has an important role as a complement in autopsies of deaths to be determined.
Cases and controls were analyzed through the study of the exome by next-generation sequencing. The variants were filtered
following international recommendations, different software was used to determine the possible variants associated with
cardiomyopathies and cardiac channelopathies. Twelve structural variants were found in six genes associated with different
types of cardiomyopathies. Seven variants were found in six genes associated with cardiac channelopathies, and additionally,
twenty-one variants were found in twelve genes of uncertain significance, four variants may be of clinical relevance. In deaths
whose causes remain to be determined after performing the autopsy and considering negative toxicological, virologic, and
microscopy results, it is extremely important to carry out a molecular analysis because the cause of death is possibly due to a
channelopathy or an arrhythmia that is difficult to detect during the autopsy.
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« Highlights

In cases of sudden unexplained death, molecular studies
can be extremely important to discern the possible cause of
death.

When there are no cosegregation studies, in silico
prediction studies of protein stability are very important.

Each of these variants alone may not have contributed
significantly to the death, but variants taken together may
partially contribute to a general genetic predisposition.

Introduction

The from a forensic point of view, sudden death is
mainly defined as a quick, unexpected and natural death.
When confronted with the study of a case of sudden cardiac
death in an adult or in a child over one year of age, the
pathologist generally places the case in one of the following
three categories in order of frequency: 1) ischemic heart
disease, 2) conditions or diseases grossly associated with
sudden death, and 3) hearts that are normal at least on gross
examination [1].

Heart disease is the most frequent cause of sudden
death and, in turn, of these ischemic heart diseases in
adults. Non-ischemic causes are, for example, respiratory
diseases (pulmonary embolism and asthma), neurological
diseases (cerebral hemorrhage and epilepsy). Even so, no
cause of death is determined after a thorough post-mortem
examination in approximately 5% of cases [2].

Thegeneticdiagnosis of SCDisvery complex,sinceitisstill
not easy to identify the causal pathogenic variant, since there
are many genes involved, as in the case of channelopathies
that present a Mendelian pattern of inheritance with
different degrees of penetrance and variable expressivity of
the disease [3], turning them into complex diseases, favoring
the advancement of molecular tests that can understand
the breadth and depth of heart diseases. These discoveries
have directly affected the approach to snapshot autopsies by
pathologists [4].

Molecular diagnosis has become especially useful in the
investigation of SCD, not only to elucidate the cause of death,
but also to identify risk factors because this type of disease
has a family basis, of genetic origin. That can be monogenic
and autosomal dominant, recessive, sex-linked, etc, and
the autopsy can be the only possibility that a family can be
referred to a cardiology hospital to receive adequate genetic
counseling [5-7].

Studies to date have shown that ion channels can
function as part of large complexes of macromolecules that
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play crucial roles in the transcription, translation, post-
translational modification, degradation of all cardiac ion
channels, among others [8-10].

Therefore, understanding the structure and dynamic
signaling of multiprotein assemblies is vital to understanding
heart function during disease processes [11], and exome
analysis can help elucidating some of these aspects that can
modify domains in proteins can cause certain pathogenicity.

For this, the hypothesis will be handled: Given the high
genetic addition that the Colombian population presents, it
is possible to find new gene switches of the ion channels and
that may be associated with the events of MSC. Our objective
was to identify groups of genes that are possibly associated
with sudden cardiac death, through the analysis of five people
who died due to sudden death with a negative toxicological
result, for which the TruSight One panel (clinical exome) was
obtained

Materials and Methods

Subjects

Five (5) cases associated with sudden cardiac death
and five (5) controls were selected. The corresponding
review of the autopsy protocols was carried out, considering
the circumstances of death, clinical history, macro and
microscopic studies, toxicology and virology analysis as
appropriate, during the autopsy.

Inclusion and Exclusion Criteria

Negative cases in structural coronary heart disease,
with microscopically normal cardiomyocytes, negative for
toxicology and virology, under 40 years of age. Controls
whose death was caused by violent death, excluding those
by suicide.

DNA Extraction

Total DNA extraction was performed from blood that
was in the evidence center of the National Institute of
Legal Medicine and Forensic Sciences, using the QlAamp®
DNA Blood Midi/Maxi Kkit, following the manufacturer’s
recommendations.

Preparation of Libraries

Sample library preparation was performed with the
TruSight One Sequencing Panel Series (Illumina), which
includes 4834 clinically relevant genes, using the Nextera XT
Kit (Illumina). The quantification of the libraries was carried
out using the Quantitating dsDNA Kit using the Quantus™
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Fluorometer Instrument and following the manufacturer’s
recommendations.

NGS Sequencing

Paired-end NGS sequencing of 2x150 bp with the MiSeq
kit (Illumina Inc., San Diego, CA. USA) using MiSeq Reagent
V3 (150 cycles), according to the protocol of the commercial
house, was performed. The alignment of DNA readings was
performed against the reference genome GRCH37/hg19.

Variant Annotation

The detected variants were annotated using the
bioinformatic tools SnpEff [12-14], which integrate the
population databases: dbSNP [15], of the 1000 genomes
project (1000 Genomes Project Consortium), the NHLBI
Exome Sequencing Project (ESP) [16], database [17], and
the gnomAD and exomAD databases (http://gnomad.
broadinstitute.org). Variants with a MAF of 0.01 were filtered
out. Information related to the association between human
phenotype and causative genes was added with ClinVar
[18,19]. In silico predictive algorithms were included:
SIFT [20], PolyPhen-2 [21], MutationTaster [22], LRT [23],
Mutation Assesor [24], FATHMM (Functional Analysis
Through Hidden Markov Models) [25], MetaSVM [26],
RadialSVM, LR, VEST3, CADD, GERP++ [27-29], to assess
the pathogenicity of the identified variants. Determining the
minor allele frequency (MAF) to filter variants. The norms
and guidelines for the interpretation of sequence variants
suggested by the American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) were followed for the classification of
causality of each of the variants [30].

International Journal of Forensic Sciences

Prediction of SNP Impact on Protein Stability

I-Mutant3.0 tools were used to predict the stability of a
protein-based on the presence and type of microvariant. For
MuPro structural analysis allows the calculation of protein
stability variations at arbitrary SNPs.

For the final predictive results of the I-Mutant 3.0 and
Mupro tools, the results of the two previous bioinformatics
tools were integrated, considering that if the prediction
for the SNP is that stability decreases in two tools, the SNP
would be considered as a high-risk ARX pathogen.

For the analysis of the effect of the SNP on the 3D
structure of proteins and physicochemical properties, the
HOPE server was used, which searches for 3D structures of
proteins by collecting structural information from a series of
sources, including calculations in the 3D coordinates of the
protein. UniProt base sequence annotations and predictions
from DAS services, are available at http://www.cmbi.ru.nl/
hope/.

Results

Clinical exome sequencing was performed in five
unrelated SUD cases, although the data provided covered
sequence variants in 4834 genes, the analysis focused on
184 genes associated with heart disease or sudden death.
Bioinformatics filtering was performed considering the
quality of the variants, population frequency, information
provided by the various databases and in silico prediction
and following the recommendations of the ACMG/AMP
group. Once the different filters were made, relevant variants
were found in ten genes that are presented in (Table 1).

MAF
Cases| Gene rsID Func 3:;2?;: Change AA | zygosity = 1000g gnomAD | gnomAD
exome | genome
TRDN |rs372169818 | exon2 c.G196A p.vV66l het 0,04971 [0.00019968 | 0,06909 | Absent
| TTN rs746749916 | exon154 | c.G48780T | p.W16260C het |0,008302| Absent 0,01633 | Absent
TTN 7 exon186 | c.T73979C | p.[124660T het Absent Absent  [0,004069 | 3.23E-05
CAV3 | rs753990961 | exon2 | c.A185G p.Y62C hom |0,008264| Absent |0,004063| Absent
L1 DSP rs78652302 | exon24 | c.A3701T | p.E1234V het 0.0095 |0.00399361 | 0.0095 | 0.0112
il TTN rs776534823 | exon27 | ¢.G5905A | p.A1969T het |0,008243| Absent |0,008139|3.23E-05
TTN rs181189778 | exon64 | c.T16495A| p.S5499T het 0.0003 |0.00019968 | 0.0003 | 0.0003
I,V DSG2 | rs142841727 | exonl5 | ¢.T2759G | p.V920G het 0.0032 |0.00319489 | 0.0036 | 0.0033
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TRPM4 | rs138603244 | exonl7 | c.A2365G | p.S789G het 0.0009 |0.00319489 | 0.0005 0.002
AKAP9 rs2230768 | exonl8 | c.G4841A | p.R1614Q het 0.0023 |0.00898562 | 0.0018 | 0.0084
11 ANK3 rs41274676 | exon37 | c.C4465T | p.P1489S het 0.0019 |0.00079872 | 0.0017 | 0.0019
ANK3 | rs201547988 | exon37 | c.C11159T | p.T3720M het 0.0002 |0.00019968 | 0.0002 | 0.0002
TTN 15759415579 | exon168 | c.C67100T | p.P22367L het |0,008287| Absent 0,03257 | Absent
ANK2 rs61734478 | exon38 | c.G6634A | p.G2212S hom 0.0047 | 0.0219649 | 0.0037 0.014
v CACNA1C | rs185788586 | exon43 | c.C5689T | p.R1897C het 0.0075 |0.00858626 | 0.0101 | 0.0018
\ TTN rs75686037 | exon27 | c.C5093T | p.P1698L het 0.0063 |0.00698882| 0.0072 | 0.0026

Table 1: Variants Selected for Analysis According to Population Frequencies with A MAF < 0.05.

Of the sixteen variants detected, nine variants
are of uncertain significance, two present conflicting
interpretations of pathogenicity, the rest is benign or slightly
benign. Ten variants associated with Catecholaminergic
polymorphic ventricular tachycardia, Arrhythmogenic right

ventricular cardiomyopathy, Dilated cardiomyopathy 1G,
Progressive familial heart block type 1B, Long QT syndrome,
Romano-Ward syndrome, Brugada syndrome, Primary
dilated cardiomyopathy and Hypertrophic cardiomyopathy,
(Table 2).

Cases Change AA CLNDN CLNSIG
Catecholaminergic polymorphic ventricular 6w e
p.V66l tachycardia Uncertain significance
1 p-W16260C --- Uncertain significance
p.124660T - Uncertain significance
p.Y62C - Uncertain significance
- . . Conflicting interpretations of
L1 p-E1234V Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy peithogemiciky
i p-A1969T Dilated cardiomyopathy 1G Uncertain significance
p.S5499T Dilated cardiomyopathy 1G Uncertain significance
N . . Conflicting interpretations of
I,V p.V920G Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy Siathogeriy

p.S789G Progressive familial heart block type 1B Benign
p.R1614Q Long QT syndrome, Romano-Ward syndrome Benign, Likely benign
1 p.P1489S - Uncertain significance
p.T3720M - Uncertain significance
p.P22367L - Uncertain significance

v p.G2212S Long_QT syndrome Benign
p.R1897C Long QT syndrome, Brugada syndrome Benign, Likely benign

Hypertrophic cardiomyopathy, Dilated . . .

\' p.P1698L cardiomyopathy 1G Benign, Likely benign

Table 2: Clinical Significance of the Variants Found in Five Cases of Unexplained Death.

In silico pathogenic predictors, pathogenic (D), probably
pathogenic (Pp), and benign (T) variants were determined.

A cutoff point of 20 were used for the CADD algorithm.

Alape JA, et al. Retrospective Molecular Analysis in Five Cases Probably Associated with Sudden
Death the National Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences of Colombia. Int ] Forens Sci
2023, 8(2): 000304.

Copyright© Alape JA, etal.

Prediction of conservation of the sequence used a cutoff
point greater than 4.4. Results are shown in (Table 3).
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Cases| Change A |SIFT | Polyphen2 | Polyphen2 | LRT M;.‘:::;:“ X:;::;g: FATHMM RS""‘,‘;;" LR |CADD | GERP++
pred| HDIV pred | HVAR pred |pred pred pred pred pred pred|phred RS

pvesl | T D D D D L T T | T |1957| 582

| [pwiszeoc| D D D D H D D |1274| 587
p124660T | D P P D L T T | T |1453] 559
pY62C | D D D D D M D D | D |1736| 344

LI | pE1234v | T D D N L T T | T ]204] 52
Il | pA1969T | D D D D L i T | T |1234] 512
Il | psS5499T | D D D D M T T | T [1429| 603
ILV| pve2oG | T P B N N L T T | T |4378] 25
p.S789G | T D P D D M T T | T |265]| 509
pR1614Q | T P B N N N T T | T |8925| 143

| pP1489S | D D D D D M T D | D [1755| 569
p.T3720M | D D P N D L T T | T [1637| 53
p.P22367L | D D D D H T D | D [1908] 603

y |pez212s | . D B N D L T T | T |1377| 385
pR1897C | T D P N N N T T | T [8708| 426

V | pP1698L | D D D D M T T | T [1185] 505

Table 3: Prediction of pathogenicity of SNPs in silico for SIFT, PolyPhen2, Mutation Taster, LRT, Mutation Assesor, FATHMM,

MetaSVM, RadialSVM, LR, CADD and GERP++.

Prediction of SNP Impact on Protein Stability

Changes in the protein stability of variants were
examined using [-Mutant 2.0 and MUpro software (Table
4). The results predicted either an increase or a decrease in
the free energy upon amino acid substitutions. I-Mutant, it
predicts the stability by examining the Gibbs free energy by
the AAG value = AG (New protein) - AG (Wild type) in kcal/
mol, which is calculated at pH 7 and 25 °C. Scores <0 are

predicted by the algorithm to indicate decreased stability,
whereas scores >0 are considered to indicate increased
stability. The DDG (AAG) prediction by I-Mutant 2.0 showed
that the 17 (72.3%) nsSNPs had a decreased stability value
with DDG < 0 whereas -10 (22.7%) nsSNPs had an increased
stability value with DDG > 0. With regard to MUpro reported
that 1 (4.5%) substitutions increased the stability protein
structure while 21 (95.5%) substitutions decreased it.

Gen rsID AA Change [}Mr:;?:tti:;no RI le!)e(;iscct;);: Prl\:clllil:lt‘;:m MuPro Score
TRDN rs372169818 p.véel Decrease 6 -0.45 Decrease -0.76372025
TTN rs746749916 | p.W16260C Decrease 8 -1.64 Decrease -0.3799672
TIN | == p.24660T Decrease 7 -2.01 Decrease -1.8524381
CAV3 rs753990961 p.Y62C increase 2 -1.07 Decrease -0.94970534

DSP rs78652302 p.E1234V Increase 2 0.09 Decrease -0.57600156
TTN rs776534823 | p.A1969T Decrease 3 -0.6 Decrease -1.0005569
TTN rs181189778 | p.S5499T Decrease 0 -32 Decrease -0.65558429
DSG2 rs142841727 p.V920G Decrease 9 -2.02 Decrease -2.2447524
TRPM4 | rs138603244 p.S789G Decrease 9 -1.12 Decrease -1.3670468
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AKAP9 rs2230768 p-R1614Q Decrease 4 -0.33 Decrease -0.59876134
ANK3 rs41274676 p.P1489S Decrease 9 -1.9 Decrease -1.4299976
ANK3 rs201547988 | p.T3720M Decrease 4 -0.39 Decrease -0.37011007
TTN rs759415579 | p.P22367L Increase 2 -0.3 Decrease -0.38920806
ANK2 rs61734478 p.G2212S Decrease 4 -1.01 Decrease -0.40436484
CACNA1C | rs185788586 | p.R1897C Decrease 6 -1.08 Decrease -0.67510594
TTN rs75686037 p.P1698L Decrease 4 -0.44 Increase 0.83737709

Table 4: Protein Stability of the Snps by I-Mutant 3.0 and Mupro: Mupro: Predicts that the Mutation Could Relatively Destabilize
Protein or not. Score Smaller than Zero, Means that the Substitution Decreases the Protein Stability. Conversely, the Score >0
Means that the Mutation Increases Protein Stability. I-Mutant: Predicts Whether A Point Mutation Stabilizes Or Destabilizes The
Native Protein Structure Based On The Free Energy Change (AAG).

The analysis 3D structure prediction, visualization and server was used to serve this purpose, RaptorX was used to
physiochemical changes of substitutions: In order to study predict a 3D structure model for TTN, TRPM4 and KCND3
the biophysical properties of these mutations, Project HOPE protein (Figure 1).

3

a-2)p.W16260C: Tryptophan a Cysteine TTN

a-1) p.P1698L: Proline a Leucine TTN

7 -

a-3) p.124660T: Isoleucine to Threonine TTN a-4) p.P22367L: Proline to Leucine TTN

Alape JA, et al. Retrospective Molecular Analysis in Five Cases Probably Associated with Sudden Copyright© Alape JA, etal.
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s Cco C2TE. & | g
b) p.S789G: Serine to GlycineTRPM4 c) p.R571H: Arginine to Histidine KCND3

Figure 1: Close-up of the pathogenic variant TTN, TRPM4 and KCND3 genes. The protein is grey, and the side chains of the wild
type and mutant residues are shown and colored green and red, respectively. Variant: a-1) p.P1698L, a-2) p.W16260C, a-3)
p.124660T, and a-4) p.P22367L; b) p.S789G, and c) p.R571H.

For Figure 1:

TTN gen: a-1) (p.P1698L): the amino acid Proline changes to Leucine at position 1698. Wild-type and mutant amino acids differ
in size. The mutant residue is larger, this could lead to bumps, the hydrophobicity of the wild-type and mutant residue differs.
Hydrophobic interactions, either in the core of the protein or on the surface, will be lost.

a-2) p.W16260C: Wild-type and mutant amino acids differ in size, the mutated residue is smaller than the wild-type residue, the
mutation will cause an empty space in the core of the protein. The mutated residue is located in a domain that is important for
the binding of other molecules and in contact with residues in a domain that is also important for binding. The mutation could
disturb the interaction between these two domains and, as such, affect the function of the protein.

a-3) p.124660T: Wild-type and mutant amino acids differ in size, the mutated residue is smaller than the wild-type residue, the
mutation will cause an empty space in the core of the protein, the hydrophobicity of the wild-type and mutant residue differs.
The mutation will cause the loss of hydrophobic interactions in the core of the protein.

a-4) p.P22367L: Wild-type and mutant amino acids differ in size. The mutated residue is larger than the wild-type residue, the
wild-type residue was buried in the core of the protein. The mutant residue is larger and probably won't fit.

TRPM4: b) p.S789G: Wild-type and mutant amino acids differ in size, the mutated residue is smaller than the wild-type residue.
The mutation will cause an empty space in the core of the protein.

KCND3: ¢) p.R571H: There is a difference in charge between the wild-type and the mutated amino acid, The charge of the wild-
type residue will be lost, which can lead to loss of interactions with other molecules or residues, Wild-type and mutant amino
acids differ in size. The mutated residue is located in a domain that is important for the main activity of the protein. Mutation of
the residue could alter this function.

The analysis of the clinical exome in case | identified six
variants: one in the DSP gene (rs78652302) heterozygous,
associated with arrhythmogenic right ventricular
cardiomyopathy (ARVC), however, in clinical significance
it appears conflicting pathogenicity interpretation; a
heterozygous variant in the TRDN gene (rs372169818),
of moderate impact, associated with catecholaminergic
polymorphic ventricular tachycardia (CPVT), of uncertain
significance and four variants of uncertain significance in
the TTN genes (rs746749916 and p.124660T), in the gene
CAV3 (rs753990961) and in the DSPP gene (p.D1143E). All
four variants are heterozygous, nonsense, and of moderate
impact.

In case II, four variants were identified: two in the
TTN gene (rs776534823 and rs181189778) heterozygous,
nonsense of moderate impact, of uncertain significance,
associated with Limb-gerdle muscular dystrophy, type 2

Alape JA, et al. Retrospective Molecular Analysis in Five Cases Probably Associated with Sudden

diabetic cardiomyopathy and dilated cardiomyopathy 1G;
one in the DSP gene (rs78652302) also reported for case
1; and one in the DSG2 gene (rs14841727) heterozygous,
nonsense, of moderate impact, associated with ARVC, type 2
diabetic myopathy and cardiovascular phenotype, presents
conflict of interpretation of pathogenic.

In Case II, five variants were identified: one in the TRPM4
gene (rs138603244) heterozygous, nonsense of moderate
impact, associated with progressive familial heart block type
1B, cardiovascular phenotype, benign; one in the AKAP9 gene
(rs2230768) heterozygous, nonsense, of moderate impact,
associated with LQT syndrome, Romano-Ward syndrome,
cardiovascular phenotype, considered benign/probably
benign; three variants of uncertain significance in the TTN
genes (rs759415579) and in the ANK3 gene (rs201547988
and rs41274676) the three heterozygous, nonsense and
moderate impact variants.
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In case IV, two variants were identified: one in the ANK2
gene (rs61734478) homozygous, nonsense, of moderate
impact, associated with LQT syndrome, cardiovascular
phenotype, benign; one in the CACNA1C gene (rs185788586)
heterozygous, nonsense, moderate impact associated with
LQT syndrome, Brugada syndrome, Timothy syndrome,
cardiovascular phenotype, benign/probably benign.

In case V, two variants were identified: one in
the TTN gene (rs75686037) heterozygous, nonsense,
of moderate impact, associated with hypertrophic
cardiomyopathy, Limb-gerdle muscular dystrophy, type 2
dilated myopathy, Markesbery-Griggs type distal myopathy,
cardiomyopathy dilated 1G, hereditary myopathy with early
respiratory failure, early-onset diabetic myopathy, diabetic
myopathy with fatal cardiomyopathy, dominant diabetic
myopathy, recessive diabetic myopathy, benign/probably
benign

Discussion

Authors of this study, the use of NGS allowed the
identification of possible variants associated with cardiac
disease in five victims of sudden cardiac death (Table 1).

In the case of the infants, while each of these variants
alone may not have contributed significantly to death, it may
be plausible that each of the variants observed in these cases
partially contributed to an overall genetic predisposition, in
an infant going through critical stages in its development, it is
possible that these factors together may have contributed to
the death of infants, which is known as “polygenic risk score”,
an additive effect caused by multiple low-risk variants, each
with a low pathogenic effect, but which collectively can
produce sub threshold functioning of physiological pathways
of interaction [28,29]. However, more tests should be done.

In all five cases the deaths occurred during sleep. Cardiac
diseases responsible for sudden death are characterized by
autosomal inheritance, locus heterogeneity, and variable
expressivity [30], which is consistent with our results.

The American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) and the Association for Molecular Pathology (AMP)
published guidance for interpretation of sequence variants
based on in silico predictions, population frequencies and
functional analysis, pathogenicand likely pathogenic variants
have additional implications for sudden death diagnostic
purposes [31].

We found three variants with pathogenicity
interpretation conflict in the DSP, DSG2 and MYBPC3 genes
and seven variants of unknown significance and based

Alape JA, et al. Retrospective Molecular Analysis in Five Cases Probably Associated with Sudden
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on ACMG/AMP, which is very complicated in the forensic
context.

Which were limited in our study, in addition, the
antemortem clinical history of the deceased persons was not
available.

The proper interpretation of the variants found is
very important, since the interpretation of pathogenicity
cannot be underestimated or overestimated, since it could
bring consequences of uncertainty for families, therefore
the analysis must be multidisciplinary and use as many of
analysis tools to determine if a variant is pathogenic.

Conclusion

This Clinical exome analysis of five unrelated SUD cases
revealed 15 protein-altering variants (MAF < 0.05), some
of them clinically relevant, and the need arises to contact
relatives for more detailed studies. The detection of variants
of uncertain significance leads to the need to develop specific
forensic guidelines that allow an adequate interpretation of
rare genetic variants, together with a multidisciplinary team.

The variants found in the TRDN, TTN, CAV3, DSP, DSG2,
TRPM4, AKAP9, ANK3, ANK2, and CACNA1C genes alone
would not explain the cause of death, however, considering
the frequencies population, the results of pathogenicity
predictors, the presence of two or more variants in the same
gene or different genes could lead to sudden cardiac death.

Sudden unexpected death of infants or adults can be
attributed to a myriad of different diseases, only one of which
is a hereditary heart disease, and being able to explore the
possibilities of other diseases in a deceased person brings
many challenges, especially when not accounted for. With the
medical history.
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