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Resumen

La muerte natural define la muerte principalmente atribuida a una enfermedad
0 a un malfuncionamiento interno corporal, y que no esta influenciada directamente por
fuerzas o agentes externos. La mayoria de las causas se pueden identificar
directamente con el analisis forense macroscopico. No obstante cuando la causa
macroscopica no es evidente, la identificacion final de la causa puede llegar a ser
laboriosa y complicada. Cuando después de una autopsia completa los hallazgos son
inespecificos, tanto a nivel macroscépico, microscdpico como toxicoldgico, estos casos
son clasificados como muertes subitas inexplicadas (MSI). La MSI puede ser la
primera manifestacion de una enfermedad cardiaca hereditaria. Actualmente la
tecnologia genética existente es capaz de revelar la etiologia de este tipo de

enfermedades asi como identificar los familiares en riesgo.

El principal objetivo de este estudio ha sido identificar la incidencia de las
diferentes etiologias de muerte natural, en casos menores de 50 afios de edad, asi
como investigar los defectos genéticos que pudieran estar asociados con la muerte
subita cardiaca en los casos inexplicados. Para la realizacién del estudio se ha
utilizado una cohorte de 789 casos (77.2% hombres) menores de 50 afios de edad
(con una media de 38.6+£12.2 afios) que murieron de una forma subita no violenta. Las
autopsias fueron realizadas acorde a las guias forenses actuales. La autopsia
identific la causa de la muerte en la mayoria de casos (81.1%), siendo principalmente
debida a alteraciones cardiacas (56.9%). Se realizaron estudios genéticos de los
principales genes asociados con la muerte suUbita cardiaca en dos cohortes
diferenciadas. La primera cohorte se analiz6 por secuenciaciéon masiva y comprendi
32 muestras de miocardiopatias (87.5% hombres) con una media de edad de
37.69+11.26 afos. Por otro lado la segunda cohorte comprendid 119 casos

inexplicados (68% hombres) con una media de 28.29+17.4 afios, 95 analizadas




mediante secuenciacion masiva y 24 mediante el método Sanger. Los resultados
genéticos de las dos cohortes estudiadas mostraron resultados similares, ya que entre
el 47% y el 41% de los casos respectivamente fueron portadores de variantes

potencialmente patogénicas.

Estos resultados nos hacen llegar a la conclusiéon que la principal causa de
muerte natural es la debida a causas cardiacas, siendo el sindrome coronario la causa
mas importante después de los 40 afios de edad. También podemos llegar a la
conclusion de que un gran porcentaje de los casos que quedan sin una causa de
muerte concluyente tras la autopsia completa, ocurren en los menores de 30 afios de
edad. Por otra parte los estudios genéticos realizados han demostrado que pueden
ayudar a esclarecer las causas de la muerte en los aquellos casos inexplicados asi
como identificar las posibles causas genéticas en los casos con algun tipo de
alteracion estructural. El estudio demuestra por lo tanto que la identificacion de este
tipo de alteraciones genéticas puede ayudar a identificar la etiologia y por lo tanto la
causa subyacente en este tipo de muertes. Finalmente la identificacion de variantes
genéticas en la autopsia molecular pone en relevancia la importancia del
asesoramiento genético y la adopcidon de medidas preventivas en los familiares en

riesgo.
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Resum

La mort natural defineix la mort principalment atribuida a una malaltia o a un mal
funcionament corporal intern, i que no esta influenciada directament per forces o
agents externs. La majoria de les causes es poden identificar directament amb I'analisi
forense macroscopic. Tanmateix quan la causa macroscopica no és evident, la
identificacid final d’aquesta causa pot arribar a ser laboriosa i complicada. Si les
troballes després d’'una autopsia completa sén inespecifiques, tant a escala
macroscopica, microscopic com toxicologic, els casos sén classificats com a morts
sobtades inexplicades (MSI). La MSI pot ser la primera manifestacio d’'una malaltia
cardiaca heretable sense identificar. Actualment la tecnologia geneética existent és
capag de revelar I'etiologia d’aquest tipus de malalties aixi com identificar els familiars

en risc.

El principal objectiu d’aquest estudi ha estat identificar la incidéncia de les
diferents etiologies de la mort natural, en casos menors de 50 anys, aixi com investigar
els defectes genétics que puguin estar associats amb la mort sobtada cardiaca en els
casos inexplicats. Per a la realitzacioé de I'estudi s’ha utilitzat una cohort de 789 casos
(77.2%) menors de 50 anys (amb una mitjana de 38.6+12.2 anys) que van morir d’'una
manera sobtada no violenta. Les autdpsies van ser realitzades d’acord amb les guies
forenses actuals. L’autopsia va identificar la causa de la mort en la majoria dels casos,
(81.1%), sent principalment deguda a alteracions cardiaques (56.9%). Es van realitzar
estudis geneétics dels principals gens associats amb la mort sobtada cardiaca
mitjangant sequenciacié massiva en dues cohorts diferenciades. La primera cohort es
va analitzar completament per sequenciacié massiva i va comprendre 32 mostres de
miocardiopaties (87.5% homes) amb una mitjana de edat de 37.69+11.26 anys. Per un
altre banda la segona cohort va comprendre 119 cassos inexplicats (68% homes) amb

una mitjana de edat de 28.29+17.4 anys, 95 analitzades mitjancant seqiienciacio




massiva i 24 mitjancant el metode Sanger. Els resultats genétics de les dues cohorts
estudiades van mostrar resultats similars, ja que entre el 47% i el 41% dels cassos

respectivament van ser portadors de variants potencialment patogénigues.

Aquests resultats ens fan arribar a la conclusié que la principal causa de mort
natural és la deguda a causes cardiagues, sent la sindrome coronaria la causa més
important després dels 40 anys d’edat. També podem arribar a la conclusié que un
gran percentatge dels casos que queden sense una causa de mort concloent després
d’'una autopsia completa, succeeixen als menors de 30 anys d’edat. D’altra banda els
estudis geneétics realitzats han demostrat que poden ajudar a aclarir les causes de la
mort en aquells casos inexplicats aixi com identificar les possibles causes genétiques
en els casos amb algun tipus d’alteracio estructural. L’estudi demostra per tant que la
identificacié d’aquest tipus d’alteracions genétiques pot ajudar a identificar I'etiologia i
per tant la causa subjacent en aquest tipus de morts. Finalment la identificacié de
variants genetiques a l'autdopsia molecular posa en rellevancia la importancia de

I'assessorament genétic i 'adopcié de mesures preventives en els familiars en risc.




Abstract

Natural death defines the death primarily attributed to an illness or an internal
malfunction of the body, and not directly influenced by external forces. Most causes
can be identified directly with macroscopic forensic analysis. However, when a
macroscopic cause is not evident, the final identification of causality can become
tedious and complicated. Despite comprehensive macroscopic, microscopic as well as
toxicological, the cases are classified as sudden unexplained deaths (SUD). SUD may
be the first manifestation of an unknown inherited cardiac disease. Currently the
genetic existent technology is able to identify the etiology of such diseases and to

identify family members at risk.

The main objective of this study was to identify the incidence and the different
natural death etiologies, in cases less than 50 years old, as well to investigate whether
genetic defects associated with cardiac death in unexplained cases. For the realization
of this study has been used a cohort of 789 cases (77.2%) less than 50 years old
(average 38.6+12.2 years old) who died suddenly from non-violent causes.
Comprehensive autopsies were performed according to current forensic guidelines.
During autopsy a cause of death was identified in most cases (81.1%), mainly due to
cardiac alterations (56.9%). Genetic studies of the major genes associated with sudden
cardiac death were analyzed in two different cohorts. The first cohort was completely
analysed by massive sequencing and comprised 32 cardiomyopathy samples (87.5%
males) with an average age of 37.69 + 11.26 years. On the other hand, the second
cohort comprised 119 unexplained cases (68% men) with an average age of 28.29 +
17.4 years, 95 analyzed by massive sequencing and 24 by Sanger method. The two
cohorts genetic studies showed similar results, between 47% and 41% of cases

respectively were carriers of potentially pathogenic variants.
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These results lead us to the conclusion that cardiac diseases are the most
important cause of death, being coronary artery disease the main cause after 40 years
of age. Also, we can reach to the conclusion that a great percentage of cases
unexplained after a complete autopsy, occur in those under 30 years of age, Moreover,
genetic studies have proved that may help to provide an explanation for the cause of
death in unexplained cases as well as to identify potential genetic causes in cases with
some type of structural alteration. This study therefore demonstrates that identification
of such genetic alterations may help to identify the etiology and also the underlying
cause in such deaths. Finally identification of genetic variations enables genetic

counselling and undertaking of preventive measures in relatives at risk.
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Introduccioén

1 Gendmica

El avance tecnoldgico de las diferentes herramientas para el andlisis genético ha
proporcionado tanto a la investigacion basica como a la clinica, poderosas
herramientas capaces de proporcionar perfiles genéticos de cualquier organismo,
como el de los seres humanos, para poder ser estudiados. El conjunto de estas
ciencias y técnicas dedicadas al estudio del funcionamiento, contenido, evolucién y
origen de los genomas y sus genes, se denomina gendmica. La gendmica incorpora
conocimientos de diversas ciencias como la propia genética, la biologia molecular,
quimica, informética, fisica y estadistica entre otras, para realizar el estudio de la
informacién genética y los mecanismos que la regulan. Hasta no hace muchos afios
con las tecnologias de secuenciacion disponibles Unicamente se podia estudiar la
estructura y funcién de genes individuales, pero actualmente gracias a las diferentes
aproximaciones que ofrecen las nuevas tecnhologias de secuenciacién se puede
estudiar grandes conjuntos de genes de un organismo, asi como las interacciones que
se establecen entre estos. Desde el 2011 la vision de la gendmica se ha organizado
en diferentes campos que se extienden desde la investigacion basica hasta las
aplicaciones en el campo médico. Estos campos se pueden englobar principalmente
en tres areas, la estructural, la funcional y la comparativa. La primera caracteriza la
naturaleza fisica de los genomas, posicionando regiones funcionales como los genes
respecto a distancias medidas en nimero de pares de bases, kilobases (kb) o
megabases (mb); realizando de esta manera un mapa genético con la localizacién. La
gendmica funcional es la encargada de estudiar la funcién biol6gica de los genes, su
regulacion y sus productos, para establecer las relaciones entre diferentes grupos de
genes involucrados en procesos fisiolégicos concretos. Finalmente la gendmica
comparativa, compara secuencias de genes para establecer las relaciones funcionales
y evolutivas que puedan tener. El sustancial progreso en este campo ha revelado la

enorme complejidad de la biologia que envuelve el genoma, pero la continua




Introduccioén

adquisicion de informacion que se esta llevando a cabo en los diferentes estudios esta

proporcionando herramientas a los investigadores para la interpretacion del genoma.

1.1 Genoma humano

Un genoma es el conjunto de secuencias de &acido desoxirribonucleico (ADN)
que caracterizan a un organismo. Por lo tanto el genoma humano es el conjunto
completo de informacién hereditaria que caracteriza a la especie humana (Homo
sapiens sapiens). En su nivel mas elemental el ADN esta formado por dos moléculas
con estructura de doble hélice y a su vez éstas por nucledtidos con cuatro tipos de
bases nitrogenadas: adenina (A), Timina (T), citosina (C) y guanina (G). Estas
moléculas forman 23 secuencias lineales continuas (ADN nuclear) y una secuencia
circular (ADN mitocondrial), empaquetadas en forma de cromosomas. El genoma
nuclear de un individuo contiene 23 pares de cromosomas, 22 homélogos (autosomas)
y el par sexual. Los cromosomas homoélogos estan heredados uno de cada progenitor
y llevan la misma carga de informacion genética. El tamafio de ambos genomas es
muy diferente, mientras que el genoma nuclear tiene un tamafio de 3.200 millones de
pares de bases (3.2Gb), el mitocondrial apenas tiene un tamafio aproximado de

16.500 pb.

Por otra parte la informaciéon genética estd codificada en lo que define como
“unidades basicas, fisicas y funcionales de herencia” a las que denominamos genes !
La definicibn de gen tiene un cierto grado de ambigliedad ya que puede englobar
multiples significados y debido a esto no es un concepto “estatico”, sino que esta en
continua discusion. Actualmente se estima que existen aproximadamente entre 19000

y 20000 genes codificantes para proteinas 3.

Los genes estan localizados en regiones concretas del cromosoma, a estas
regiones se las denomina “locus” o “loci” en singular o plural respectivamente. Debido

a que somos organismos diploides y por lo tanto tenemos dos juegos de cromosomas,
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la secuencia de los genes puede ser idéntica o diferir ligeramente. A estas formas
alternativas que puede presentar un gen en un locus determinado, se las denomina
“alelos”. Por lo tanto cada uno de los alelos proviene de un progenitor, y se ubican en
el mismo locus. Cuando un individuo presenta dos alelos iguales para aquella region,
se lo denominar4d homocigoto; mientras que si difieren en su secuencia se lo
denominara heterocigoto. De esta manera se puede resumir que la combinacion de las
distintas formas alternativas en la secuencia de los diferentes alelos determinan las

caracteristicas de los individuos *°.

1.2 Proyecto Genoma Humano

En 1986 el Departamento de Energia y los Institutos Nacionales de salud de los
Estados Unidos lideran la “Iniciativa del Genoma Humano”, un consorcio publico
internacional formado por Estados Unidos, Reino Unido, Japén, Francia, Alemania,
China y otros paises con el objetivo de conseguir la secuencia del genoma humano
para el afio 2005. Oficialmente el proyecto comienza en octubre de 1990 con el

desarrollo de diferentes herramientas para su secuenciacion.

El proyecto se basa en las técnicas de construccion de mapas genéticos de
ligamiento y mapas fisicos de todo el genoma humano. Los mapas genéticos
describen la organizacién cromosémica de caracteres o de marcadores genéticos,
mediante estudios de ligamiento genético. Los mapas fisicos en cambio reconstruyen
la estructura de un segmento de ADN determinando los tipos y orden relativo de las

distintas secuencias que lo componen, sus tamafios y las distancias entre ellas.

En 1998 se obtiene un total de 180 Mb de secuencia de genoma humano (6%
del total). También se logra obtener 111Mb de secuencia de otros organismos y se
completa la secuencia de E. coli y de S. cerevisiae, siendo este ultimo el primer
organismo eucariota en ser secuenciado completamente. En ese mismo afo entra en

escena la empresa privada “Celera genomics” proponiendo acabar la secuenciacion
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del genoma humano en un tiempo record gracias una estrategia de secuenciacion
alternativa, llamada “shotgun” o secuenciacion aleatoria. La técnica se basa en la
fragmentacion del ADN en tamafios que abarcan entre las 2Kb y las 200Kb, para
después secuenciarlos y mediante herramientas informéticas encontrar los fragmentos

que se solapan y de esta manera poder reconstruir toda la secuencia del genoma.

La competicién entre estas dos entidades finaliza en el afio 2000 con los dos
primeros borradores de la secuencia completa del genoma humano. En el afio 2001
ambos mapas son publicados en las revistas Nature (el mapa del consorcio
internacional) y Science (el mapa de Celera Genomics). La version definitiva de la
secuencia completa del genoma humano del Consorcio internacional se publica en el

ano 2004.

El proyecto permite a los investigadores comenzar a entender como esta
organizada molecularmente la informacion hereditaria del ser humano. También abre
nuevos frentes de investigacion que estudian la funcién, regulacion y productos de
expresion del genoma permiten que diferentes campos como la biotecnologia o la
biomedicina desarrollen nuevas herramientas como las que interpretan los

mecanismos de patologias y sus dianas terapéuticas ® .

1.3 Secuenciacidon masiva

Las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva, también llamadas de segunda
generacibn o “Next Generation Sequencing” (NGS), se establecen como una
alternativa real a un coste asequible en el afio 2005. Hasta la fecha la tecnologia
Sanger habia dominado el mercado durante al menos dos décadas, pero la irrupcion
de estas nuevas tecnologias de secuenciacion ha provocado una auténtica revolucion
en la investigacion bioldgica. La evolucion de este tipo de secuenciadores aumenta en

precision y rendimiento afio a afio, asi como el abaratamiento del coste por base
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secuenciada [Figura 1]. La consecuencia es que se han establecido como una

alternativa real a la secuenciacion tradicional mediante Sanger.
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Figura 1. Representacion grafica de la evolucion del coste de la secuenciacion por cada
Megabase de ADN durante la primera quincena del s.XXIl. Como se puede observar a partir del
afio de la finalizacién del proyecto del genoma humano y con el desarrollo y comercializacion
de las nuevas tecnologias, se ha producido una depreciacién en el coste de la secuenciacion.
Actualmente el valor de la Mb secuenciada vale aproximadamente un céntimo de délar.

National Human Genome Research Institute, 2015 4

Actualmente estas tecnologias estan proporcionando vy desarrollando
continuamente diferentes tipos de herramientas para realizar diferentes tipos de
estudios como los de genomas completos, la resecuenciacion dirigida a zonas
concretas del genoma, la secuenciacion del transcriptoma completo (RNA-Seq),

estudios de interaccién proteina-ADN (Chip-seq) o estudios epigenéticos entre otros.

A diferencia de la secuenciacion tradicional por Sanger, las plataformas de

secuenciacién masiva utilizan la fragmentacion del ADN como principal caracteristica
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para su secuenciacion. De esta manera gracias a la obtencion de miles o millones de
fragmentos en un Unico proceso se ha hecho posible el desarrollo de proyectos de
secuenciacién a corto plazo. Las principales plataformas de secuenciacion masiva

comparten las siguientes caracteristicas:

o Fragmentacion del ADN al azar y unién de adaptadores especificos en sus
extremos.

¢ Amplificacién de la libreria en una fase sélida que se realiza gracias a la union
de estos adaptadores a las bases complementarias de la placa de
secuenciacion o microesferas.

e La secuenciacion ocurre en paralelo y de forma masiva en todas las moléculas
del ADN obteniendo de esta manera mediante fluorescencia lecturas cortas.

e Secuenciacion tipo “paired-end”, mediante la cual se pueden leer los extremos
del mismo fragmento de ADN. Gracias a esto durante el analisis bioinformatico
se facilita el posicionamiento de aquellas secuencias que pueden mapear en

otros lugares del genoma ademas de que facilita la deteccion de variantes

estructurales .

Actualmente son tres las tecnologias mas utilizadas por la comunidad cientifica:

Tabla 1 Comparativa entre las plataformas de secuenciacion masiva mas utilizadas.

Plataforma Técnica Le((:rt]l:)ras Tiempo Ventajas Inconvenientes
Gran longitud de Errores en zonas
Roche 454 Plrosecuenmac_lpn 400-700 10-20h Iecturas,_ ) homppollr_neras y
PCR en emulsion Secuenciacion hacia el final de
Rapida la lectura
. Errores en zonas
ADN polimerasa :
lllumina Amplificacion en 100-150 8-12 dias Mantener a 4°C ricas en GC y
o hacia el final de
fase solida
las lecturas
Errores en zonas
SOLID ADN ligasa 100-200  1-11dias  Mantener a 4°C ricas en GCy
PCR en emulsion hacia el final de
las lecturas
(g )
L )
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1.3.1 Secuenciador 454-Roche

Esta plataforma fue la primera en lanzarse al mercado, y esta basada en la
tecnologia de pirosecuenciacion. Esta tecnologia se basa en la unién de moléculas de
ADN a esferas (una molécula por esfera), donde se generaran sefiales luminosas a
partir de grupos pirofosfato liberados tras la polimerizacion de los nucleétidos nuevos
complementarios a la hebra de ADN. Esta luz es captada por una camara que un
programa informatico la traducira en picos de una grafica llamada “pirograma” que
seran proporcionales al nUmero de nucleétidos incorporados. La importancia de este
secuenciador radica en que gracias a su tecnologia es capaz de secuenciar genomas
de novo. Pese a que en sus inicios se generaron dudas respecto a la fiabilidad de las
bases generadas derivados de la corta longitud de sus secuencias, actualmente llega
a alcanzar 2 Gb de informacion con una longitud de lecturas de entre 200 y 700

nucleétidos °.

1.3.2 Secuenciador SOLID-Applied Biosystem

La tecnologia de secuenciacion SOLID emplea una tecnologia de ligacién de
nucleétidos marcados capaz de interrogar dos bases al mismo tiempo. Esta técnica se
basa en utilizar cuatro tipos de sondas con dos bases marcadas fluorescentemente
que compiten por la ligacién al primer utilizado para la secuenciacién. De esta manera
cada nucleétido es leido dos veces dando lugar a un proceso de codificacion
denominado “doublé-encode” o “cédigo de colores”. Esta tecnologia alcanza lecturas

de 75 pares de bases y generar hasta 200 Gb de informacion *°.

1.3.3 Secuenciador lllumina-BioSystems

La plataforma de lllumina se basa en la amplificacion en fase soélida con una

secuenciacion de terminacion reversible ciclica con nucleétidos modificados marcados
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con 4 colores. En el primer paso se produce una amplificacion en puente durante
sucesivos ciclos hasta formar un “cluster” con la amplificacion clonal del fragmento.
Los nucledtidos marcados se unen de manera complementaria al fragmento de ADN
unido a la placa parando la sintesis. A continuacion los nucleétidos sobrantes son
lavados y se toma la imagen. Se elimina el nucleétido marcado fluorescentemente y se
reinicia la sintesis repitiéndose el proceso y recogiéndose imagenes cada ciclo. La
quimica permite generar lecturas de hasta 150 nucleétidos llegando a producir 600 Gb

de datos .

1.3.4 Secuenciadores de tercera generacion

Los nuevos secuenciadores denominados de tercera generacion centran su
desarrollo en la secuenciacion de moléculas Unicas de ADN evitando de esta manera
la amplificacion mediante PCR vy las desviaciones asociadas al proceso de
amplificacién. De esta manera se pueden abaratar mas los costes de secuenciacion y
aumentar la fiabilidad de las secuencias leidas. Estos secuenciadores utilizan una
combinacién de nanotecnologia con microscopia electrénica. El primer secuenciador
de este tipo ha sido producido por “Helicos BioSciences”, que utiliza la secuenciacion a
tiempo real de pequefias moléculas unicas de ADN adheridas a una superficie sélida,
permitiendo leer moléculas de entre 25 y 45 bases de forma fiable. En una escala
inmediatamente superior se encuentra la tecnologia desarrollada por “Pacific
Biosciences”, donde la polimerasa se ancla en nanoporos de una superficie sélida,
permitiendo leer hasta 1000 nucle6tidos gracias a una corriente de iones que permite
distinguir cada nucleétido por sus caracteristicas eléctricas, solucionando asi
problemas de los secuenciadores de segunda generacidbn con las regiones
homopolimeras, repeticiones en tandem, lecturas cortas, etc. La tecnologia
desarrollada por ZSGenetics es capaz de leer la secuencia del ADN directamente

sobre una imagen electrénica, requiriendo la replicacion previa de una hebra molde de
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ADN para poder marcarla con bases modificadas con yodo, bromo o triclorometilo
antes de ser analizadas. Actualmente ya se estan desarrollando nuevas tecnologias
como las desarrolladas por “HeliScope” y “PacBio RS-SMRT System” que son

capaces de leer dos moléculas Unicas de ADN en paralelo y a tiempo real **2.

1.4 Secuenciacidon masiva en el diagnostico genético

Hasta hace unos pocos afios el diagnéstico molecular de enfermedades
monogénicas se realizaba mediante la secuenciacién de exones y sus zonas de
“splicing” mediante el método Sanger. Actualmente esta tecnologia tiene la principal
limitacion de ser muy cara a diferencia de la secuenciacién masiva disponible hoy en
dia. Igualmente la tecnologia Sanger sigue siendo el Gold Standard para confirmar las
variantes dudosas surgidas de la secuenciacion masiva y secuenciacion puntual de
variantes. Actualmente existe la posibilidad de disefiar a medida sistemas de captura
dirigidos a regiones especificas de interés del genoma. La secuenciacién dirigida es
una de las mejores alternativas para explorar regiones concretas conocidas cuyas
alteraciones estan asociadas a enfermedades monogénicas. Esta técnica permite
abarcar desde pocas kilobases hasta mas de un centenar de genes a la vez,

proporcionando grandes cantidades de informacion genética de calidad.

Otra gran ventaja de esta tecnologia es su capacidad de estudiar enfermedades
heterogéneas donde hay multiples genes implicados, asi como descubrir nuevos
genes que pueden modular fenotipicamente enfermedades hasta ahora consideradas
monogénicas. Hasta hace poco se hacia impracticable tanto econémicamente como
por tiempo invertido el estudiar grandes genes como TTN (titina), el cual actualmente
se ha asociado a multiples enfermedades entre las que destacan la miocardiopatia
dilatada, de forma minoritaria la miocardiopatia arritmogénica y el HCM *. Estos
avances tienen una implicacion clinica directa ya que por ejemplo se han asociado

mas de 100 genes a diferentes enfermedades cardiacas heredables. De esta manera
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las tecnologias de secuenciacién masiva han permitido mejorar la eficacia en cuanto al
coste, el tiempo de estudio y abarcando un amplio espectro de genes. En
contrapartida esta tecnologia Unicamente un nimero de genes determinados que se
hayan elegido previamente o grandes cambios estructurales que se encuentren en
ciertas regiones del ADN que estén fuera de las regiones estudiadas, mientras que
con la secuenciacién del genoma completo este tipo de alteraciones pueden ser
detectadas. La secuenciacién dirigida a zonas concretas del ADN sigue siendo la
mejor alternativa para muchas enfermedades que tienen un origen genético, ya que es

la opcién mas efectiva, econémica y rapida para genes de interés *°.

La gran cantidad de informacién generada hace necesaria tanto la interpretacion
biol6gica y clinica como la informacion del caso y su familia. Toda esta informacion ha
de ser interpretada mediante un equipo interdisciplinar de profesionales que definan y
establezcan la correlacion genotipo-fenotipo en cada caso, asi como el manejo de las
familias con estas enfermedades. Finalmente la correcta identificacion vy
caracterizacién del conjunto de variantes de cada individuo analizado junto a su
interpretacion es el punto clave necesario para la incorporacion de la secuenciacion
masiva en el diagnéstico genético. Por lo tanto estas nuevas tecnologias de
secuenciacion genética permitirdn avanzar en el conocimiento del genoma humano asi

como de establecer un diagnéstico precoz y un tratamiento personalizado.

1.5 Variantes genéticas

El 99.5% del ADN humano es igual entre todos los individuos y sélo existen
algunas variaciones entre la secuencia del ADN de los individuos. Estas diferencias
son llamadas variantes genéticas. Gracias a los diferentes proyectos que estudian y
catalogan las variantes genéticas han surgido diferentes bases de datos tanto publicas

como privadas entre las que destacan:
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The Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP)

“http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ISNP/”: es una base de datos publica que cataloga

pequefias variantes genéticas de una amplia gama de organismos. Estas
variantes incluyen SNV, pequefias inserciones y deleciones, repeticiones
cortas en tandem (STR’s) y microsatelites *°.

Proyecto internacional HapMap “http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/”: Se encarga

de identificar y catalogar las variantes genéticas comunes en los seres
humanos. El proyecto describe que son las variantes, en qué regién del ADN
estan y como estan distribuidas entre las diferentes poblaciones estudiadas. El
proyecto en su tercera version, “HapMap 3”, ha llegado a genotipar 1184
individuos de 11 poblaciones diferentes y secuenciar diez regiones de 100Kb
en 692 individuos.

1000 Genomes Project “http://www.1000genomes.org/™ EI proyecto ha

combinado las tecnologias de secuenciacion masiva de genoma completo y
exoma para crear un mapa de las variaciones genéticas. El objetivo del
proyecto es catalogar la mayoria de variantes genéticas cuya frecuencia en las
poblaciones estudiadas sea al menos del 1%, variantes en regiones
funcionales del genoma que cuya frecuencia esté entre el 0.1% y el 0.5% y por
ultimo descubrir variantes estructurales como los “copy number variants”,
inserciones y deleciones e inversiones. El objetivo final del proyecto es llegar a
secuenciar 2500 genomas de diferentes poblaciones asiaticas, africanas,
europeas y americanas *'.

Exome Sequencing Project (ESP) ‘“http://evs.gs.washington.edu/EVS/™

Proyecto que se basa en descubrir nuevos genes y mecanismos que
contribuyen a enfermedades del corazén, pulmones y sangre mediante el uso
de tecnologias de secuenciacién masiva enfocadas a las regiones codificantes

del genoma. Consta de un total de 6,503 muestras analizadas de individuos no
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relacionados, 2,203 de poblacion Africana Americana y 4,300 Europea
Americana .

Exome Aggregation Consortium (ExXAC) ‘http://exac.broadinstitute.org/™ El

proyecto es una coalicibn de investigadores que buscan agregar y
homogeneizar la diversa informacion de la secuenciacion de exomas de los
diferentes proyectos a gran escala de secuenciacion como 1000 Genomes Yy
ESP entre otros. El proyecto actualmente consta de 60,706 individuos de las
poblaciones Africana, Latina, Asiatica del Este y del Sur, Finesa, europea no
Finesa y otras *°.

Human gene mutation database (HGMD) “http://www.biobase-

international.com/” Es una base de datos profesional de variantes genéticas

gque han estado o estan asociadas a enfermedad. La base de datos ofrece una
clasificacion de la patogenicidad de las variantes y enlaza con los estudios
donde han estado descritas .

Publicaciones: La base de datos mas utilizada es la red de publicaciones

biomédicas PubMed-NCBI *http://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/”. Comprende

literatura cientifica y biomédica de U.S. National Library of Medicine, revistas

de ciencias de la vida y libros online .

Por otra parte se puede considerar una mutacion o variante genética como

aquella alteracion permanente en la secuencia de nucle6tidos del ADN que puede ser

patogénica o no. Estas alteraciones se pueden producir de manera espontanea o de

manera inducida debido a agentes fisicos 0 quimicos. Principalmente se clasifican en

2 grandes grupos:

Mutaciones sométicas: Son mutaciones “de novo” y por lo tanto ocurren en
algun punto durante la vida de la persona, en células somaticas, no en todas.

Este tipo de variantes pueden estar causadas por cambios ambientales o
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durante la division celular. Si afectan a la linea germinal estas mutaciones
pasaran a ser hereditarias.

e Mutaciones hereditarias: adquiridas de generaciones antecesoras y presentes
durante toda la vida de la persona y virtualmente en cada célula del cuerpo. Si
la mutaciébn es patogénica el individuo en cuestion no manifestara la

enfermedad pero transmitird a su descendencia el alelo mutado °.

Las variantes genéticas pueden producirse a diferentes niveles del genoma,
tanto a nivel molecular como a nivel cromosémico. Existen diferentes criterios de
clasificaciéon para las variantes, ya sea segun el tipo o segun el trastorno genético

asociado.

1.6 Clasificacion de las variantes genéticas

La mayoria de variantes genéticas suelen ser de un solo nucleétido (“single
nucleotide variant”, SNV) y se pueden clasificar segin la frecuencia del alelo
minoritario (MAF) en la poblacién. Cuando las variantes son mayores al 1% en la
poblacion se las denomina variantes comunes, y cuando son menores al 1% en la
poblacion se las denomina variantes raras . Cuando un SNV esta en mas de 1% de
la poblacion se le denomina variante polimérfica de un solo nucledtido (“single
nucleotide polymorphism”, SNP). Las frecuencias de las variantes pueden diferir entre
diferentes cohortes de diferentes poblaciones. Por esta razén es importante tener en
cuenta el origen del caso ya que una variante que aparece como rara en nuestra
poblaciéon puede ser relativamente comdn en otra. En este sentido se tiene que
remarcar que una variante rara en ningun caso significa patogénica. Las variantes
genéticas no se clasifican Unicamente en funcion de su frecuencia, ya que se pueden

clasificar acorde a otros criterios:

e Clasificacion acorde al cambio nucleotidico:
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Transiciones: Variantes producidas por un cambio entre purinas (A<>G)
0 entre pirimidinas (C<>T).
Transversiones: Variantes producidas por un cambio purina — pirimidina

o viceversa (A<>C, A<>T, C<>G, G<>T).

¢ Clasificacién acorde al efecto en la proteina:

O

Sindnimas: Variantes que pese a cambiar el codon original no alteran la
traduccion final de la proteina.

No sin6nimas: Variantes de una Unica base que provocan una
sustitucién de un aminodcido en la proteina resultante (“missense”).

Sin Sentido: Variantes que provocan un coddén STOP causando el
truncamiento de la proteina.

Neutral: Variantes que provocan un cambio entre aminodcidos
equivalentes.

Inserciones y deleciones (indels): Variantes que afiaden o delecionan en
un rango menor de 50pb una determinada posicion del ADN, pudiendo
causar un cambio en la pauta de lectura de un gen (“frameshift”), o sin
interrumpirla  (“in-frame”), pero resultando en un acortamiento o

alargamiento de una proteina.

¢ Clasificacién acorde al efecto fenotipico:

O

O

O

O

Patogénicas: variantes con evidencia experimental para ser clasificadas
como capaces de causar enfermedad.

Posiblemente patogénicas: variantes con evidencia robusta de ser
capaces de causar enfermedad.

De significado incierto: variantes con efecto de patogenicidad
desconocido. Este tipo de alteraciones pueden tener una informacion
limitada o contradictoria acorde a su patogenicidad.

Posiblemente benignas: variantes con suficiente evidencia de no ser

causantes de enfermedad.
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o Neutrales o benignas: variantes con evidencia robusta de no ser

causantes de enfermedad %.

1.6.1 Evaluacion de la patogenicidad de las variantes raras

El “Colegio Americano de Medicina Genética y Gendmica” (ACMG) propone una
guia estandar para la evaluaciéon de la patogenicidad de las variantes genéticas
encontradas. Esta guia esta especialmente enfocada para describir y evaluar variantes
en trastornos mendelianos mediante una combinacion de herramientas

clinicas/genéticas e informaticas entre las que destacan principalmente:

e Tipo de variante: El tipo de variante genética encontrada es un punto crucial para
poder realizar una correcta interpretacion. Normalmente los polimorfismos,
variantes sinénimas y las que se encuentran en regiones no codificantes y lejos de
las zonas de “splicing” se suelen considerar como benignas o posiblemente
benignas. En cambio las variantes que producen proteinas truncadas, se las suele
considerar como patogénicas. Esto no excluye que hayan variantes que produzcan
proteinas truncadas que sean benignas o de polimorfismos que en estudios de
asociacion los relacionan con distintas enfermedades. Por otro lado, ya que la
mayor parte de la variabilidad genética ocurre en regiones no codificantes,
actualmente se esta empezando a estudiar el efecto estas variantes en regiones
reguladoras que pueden afectar a los diferentes factores de transcripcion segun el
tipo celular especifico.

e Estudios de segregacion: Estos estudios se basan en la correlacion genotipo-
fenotipo, donde el genotipo es el conjunto de variantes sospechosas de
patogenicidad y el fenotipo la manifestacion clinica o los rasgos de la enfermedad.

e Analisis de la conservacion: Las secuencias de ADN altamente conservadas tienen

un valor funcional elevado, por lo tanto variantes en estas regiones podrian llegar a
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ser perjudiciales. Este parametro esta habitualmente incluido en las diferentes

herramientas “in silico” utilizadas.

o Herramientas “in silico”: Este tipo de herramientas usan algoritmos para hacer
predicciones sobre el impacto que tiene la variante sobre la proteina. No son
sustitutivos de los estudios funcionales. Principalmente se basan en la
conservacion evolutiva, estructura y funcion proteica, alineamiento y medicion de
la similitud entre la secuencia variante y la secuencia homéloga proteica y
alineamientos filogenéticos entre otros métodos 23, 24, %,

e Estudios funcionales: Este tipo de estudios analizan el impacto de la variante en
modelos in vitro e in vivo. Este tipo de estudios no siempre reflejan el
comportamiento real tal cual ocurre en humanos y también tienen una limitacién
del nimero de variantes factibles de poder ser estudiadas en estos modelos .

e Bases de datos: Gracias a los diferentes proyectos que se estan realizando existen
un gran numero de bases de datos de variantes genéticas que continuamente se
estan actualizando. Principalmente comprenden dos tipos:

o Poblacionales: Obtienen frecuencias de variantes de un gran numero de
poblaciones. Incluyen informacién de poblacién general principalmente y por lo
tanto también incluyen variantes patogénicas pero no suelen incluir informacion
extensa sobre el efecto funcional o los posibles fenotipos asociados.

o Enfermedades: Principalmente contienen variantes encontradas en pacientes
con algun tipo de enfermedad asi como la valoraciéon de las variantes genéticas

asociadas.

1.7 Clasificacion de los trastornos genéticos

Los trastornos genéticos se pueden clasificar en tres grandes tipos:

cromosomicos, multifactoriales y monogénicos.

—
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1.7.1 Trastornos cromosomicos

El estudio de la estructura de los cromosomas se denomina citogenética y para
su analisis solo se pueden utilizar unos pocos tipos de células que se analizan
principalmente en la metafase de la mitosis.

Los trastornos cromosoOmicos se refieren a un exceso de cromosomas enteros o
defecto en porciones de cromosomas dando lugar a aberraciones estructurales o

numéricas:

e Aberraciones estructurales: Producidas por un reordenamiento del material
genético a escala cromosomica, provocado por una rotura seguida de una
reconstitucion de una forma andmala. Pueden implicar a uno o dos
cromosomas y esta anomalia puede provocar una pérdida de funcién génica
mediante deleciones, inversiones, duplicaciones o translocaciones.

e Aberraciones numeéricas: Producidas por una alteracibn en el nimero de
cromosomas. Cuando las alteraciones afectan al numero de juegos
cromosomicos se pueden producir “Haploidias” (disminucion en el nimero de
juegos cromosomicos) o “Poliploidias” (aumento del numero de juegos
cromosémicos). Por otro lado cuando hay una variacién en el nimero total de
cromosomas se da resultado a “Aneuploidias” (pérdidas o ganancias de uno,

dos tres 0 mas cromosomas).

1.7.2 Trastornos genéticos multifactoriales

Los trastornos genéticos multifactoriales estan causados por una interaccion de
multiples genes con mltiples factores genéticos. Por lo tanto su herencia no es debida
a un solo gen, sino a la combinacion de alteraciones genéticas que predisponen a
producir la enfermedad. En las enfermedades mas comunes la combinacion de los

factores genéticos y ambientales influencian su expresion por o que no se puede

19

—
| —



Introduccioén

determinar un patréon de herencia claro pese a que tiendan a ser familiares ?°. Para

explicar esta variabilidad de las enfermedades se han postulado varias teorias:

e La presencia y combinacién de variantes comunes en la poblacién general las
cuales conferirian un pequefio grado de riesgo cada una. Por lo tanto la
enfermedad resultante estaria marcada por la combinacion de variantes comunes
en muchos alelos. Mediante el estudio de asociacion de genomas (‘genome-wide
association study”, GWAS) se pueden estudiar este tipo de variantes comparando
entre casos y controles ',

e La presencia de variantes de baja frecuencia menores al 5% podrian tener efectos
sustanciales en el desarrollo de la enfermedad sin llegar a demostrar una clara
herencia Mendeliana. Este tipo de variantes de momento se puede estudiar
Unicamente mediante secuenciacion ya sea de regiones concretas o de genoma

completo %,

1.7.3 Trastornos monogénicos

Los trastornos monogénicos estan causados por alteraciones (variantes raras)
en genes especificos. Aproximadamente se han identificado sobre unos 10,000
trastornos monogénicos que siguen los patrones de herencia mendelianos. Las
alteraciones en la secuencia de los alelos pueden ser benignas o patogénicas. En el
caso de las variantes patogénicas pueden provocar cambios fenotipicos, y

principalmente pueden tener herencia dominante o recesiva.

La herencia autosdmica dominante es la expresion fenotipica causada por un
alelo en estado de heterocigosis de un cromosoma autosémico. En este caso hombres
y mujeres se encuentran afectados aunque la expresion puede variar segun el sexo.
Este patron de herencia tiene varias caracteristicas asociadas a parte de la definicién

cladsica. Una es la expresion variable que se refiere a los diferentes niveles de
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expresion fenotipica que presenta el gen alterado, pudiendo incluir si se trata de una
variante patogénica la severidad de los sintomas o su edad de aparicién. La otra
caracteristica que también puede incluir este patron de herencia es la penetrancia
incompleta que se refiere a la falta de expresion fenotipica que se deberia de producir
a causa de la alteracion. La herencia autosémica recesiva la expresion del fenotipo
ocurre cuando ambos alelos estdn alterados. Cuando se presenta en forma de
heterocigosis a estos individuos se los denomina portadores ya que no manifiestan el
fenotipo. En este caso también los individuos de ambos sexos estan afectados por
igual siendo la consanguinidad o el parentesco la mayor causa de la prevalencia de
estas enfermedades. Respecto a los trastornos de herencia ligada al cromosoma X
pueden ser también tanto dominantes como recesivos. Este tipo de trastornos siempre
se expresan en hombres ya que solo poseen un cromosoma X. En cambio como las
mujeres presentan doble dotacién cromosOmica X la expresion depende de que sea

dominante o recesiva .
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2 Muerte subita

2.1 Muerte subita

La muerte subita (MS) se define como aquella muerte natural que acontece de
manera rapida e inesperada a una persona aparentemente sana durante la primera
hora desde el inicio de los sintomas. La MS es imprevista, y este hecho es lo que la
define, le otorga un interés forense y justifica de que histéricamente el estudio de la
MS se haya vehiculizado al &mbito judicial y, en consecuencia, medicolegal. El
desconocimiento de la causa del fallecimiento obliga a la comunicacion judicial
mediante un Parte Judicial de Defuncion (documento que pone en conocimiento al
juez la existencia de un fallecimiento de causa potencialmente no natural). La
legislacion prevé la posibilidad de la practica de la autopsia judicial cuando existe un
informe medicoforense que acredite la causa del fallecimiento. Segun la ley de
enjuiciamiento criminal, articulo 343, se debe realizar una autopsia forense en toda
muerte subita debido a que este tipo de muertes son sospechosas de criminalidad por
no ser esperadas. Todas las MS se estudian mediante el ambito medicolegal y la
correspondiente autopsia judicial en los servicios de patologia forense de los Institutos
de Medicina Legal (IML) de las diferentes comunidades autbnomas. En este proyecto
el estudio forense se vehiculiz6 mediante el servicio de Patologia Forense, la Seccion
de Anatomia Forense y la Direccion del Instituto de Medicina Legal de Catalufia

(IMLC). El protocolo de este tipo de autopsias sigue los siguientes examenes:

e Valoracién externa: Talla, perimetro abdominal y peso del cadaver para
establecer la relacién con el peso cardiaco y el grosor de las paredes.
e Examen interno macroscopico:

o Inspeccién del pericardio.
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o Inspeccion de la anatomia de las grandes arterias para descartar la

presencia de trombos.

o Examen y seccion de las venas pulmonares.

o Apertura de las auriculas para examinar sus cavidades y el septo. Se

evaltan las valvulas (mitral y tricispide) y se determina la integridad de

los musculos papilares y las cuerdas tendinosas.

o Examen de las arterias coronarias, tamafio, forma posicion,

permeabilidad...

o Evaluacion de las paredes y las cavidades ventriculares.

o Toma de medidas:

Peso total del corazon.
Grosor de las paredes ventriculares y septo comparando con las
tablas de espesor normal segun edad, sexo y peso corporal.

Medicion de las cavidades ventriculares.

Examen microscépicos:

o Estudio histopatolégico:

Corazoén: Se realizan blogues de las regiones anterior, lateral y
posterior de pared libre de ventriculo izquierdo, del ventriculo
derecho y del septo, todos a dos niveles separados 2cm. Se
realizan un bloque por cada auricula y de las areas con
anomalias macroscopicas significativas. Un bloque de cada una
de las tres arterias coronarias. Muestra del nodo sinusal y de
corte auriculoventricular con mitral y otro con tricspide.

Otros organos Yy tejidos: fragmento de los cinco I6bulos
pulmonares, cerebro, tiroides, costilla, l6bulos derecho e
izquierdo hepaticos, bazo, rifiones, suprarrenales y pancreas.

Dependiendo de la historia médica y las circunstancias de la
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muerte, se recogerdn muestras de otros drganos y tejidos para
completar la investigacion.
o Estudio toxicolégico para la identificacibn de cocaina, anfetaminas,
opioides, alcohol y medicamentos con efecto cardiotoxico:
= Sangre periférica o cardiaca.
= QOrina por puncion.
= Humor vitreo.
= Bilis.
= Torunda nasal y bucal.
= Contenido gastrico.
= Fragmentos de cerebro, higado, rifion y pulmén en fresco.
= Cabello de la regidon occipital.
o Estudio bioquimico y quicotoxicoldgico:
= Sangre.
= Orina.
= Humor vitreo (ionograma).
o Estudio genético:
= Sangre con EDTA congelada, tras solicitud familiar vy
autorizacion judicial, en casos con miocardiopatia hipertréfica
(HCM), displasia arritmogénica de ventriculo derecho (ARVC) o

corazon estructuralmente normal en sujeto menor de 50 afios.

Cabe destacar que la mayoria de estos casos son muertes de origen natural,
debidas a una enfermedad o un malfuncionamiento corporal que no esta influenciado
directamente por fuerzas o agentes externos. Si los hallazgos macroscépicos,
histopatol6gicos o bioquimicos son inespecificos se trata de MS cuya causa de muerte
es no concluyente y a este tipo de autopsias se las denomina negativas o autopsias

blancas. Por lo tanto a este tipo de casos se los clasifica como muertes subitas

—
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inexplicadas (MSI). Estas muertes son sospechosas de ser producidas por trastornos
arritmicos por lo que las guias medicoforenses actuales recomiendan realizar la

llamada autopsia molecular que cosiste en un estudio genético .

—
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2.2 Epidemiologia de la muerte subita cardiaca (MSC)

La MSC representa una carga importante en el todo el mundo ya que en paises
como Estados Unidos es responsable de entre 200,000 a 300,000 muertes de manera
anual *°. A nivel mundial se estima que es responsable de entre 4 y 5 millones de
fallecimientos anuales. Es un suceso con una incidencia superior en hombres que en
mujeres en practicamente todos los rangos de edad *!. La MSC en la poblacién
general se produce en individuos con una edad promedio de 65 afos derivada de
multiples patologias adquiridas donde la enfermedad coronaria (EC). Por otro lado
este tipo de muertes también afectan a nifios y joévenes adultos, donde las
enfermedades estructurales congénitas, las miocardiopatias estructurales heredables
y las enfermedades primarias eléctricas heredables tienen una gran relevancia *.
Finalmente se estima que 15% de las MSC presentan un origen genético, ya sean

debidas a enfermedades estructurales del corazén o a trastornos eléctricos primarios

que afectan directamente al potencial de accion cardiaco *.

2.3 Trastornos asociados a MSC en los jovenes

Los avances en el analisis y diagnéstico genético han logrado identificar grandes
grupos de genes asociados a enfermedades cardiacas que pueden desencadenar una
MSC. Tradicionalmente estos trastornos genéticos raros que predisponen a individuos
jovenes a padecer una MSC se han categorizado en dos grandes grupos, aquellos
cuyo corazon es estructuralmente normal (trastornos eléctricos primarios), y aquellos

asociados con una enfermedad estructural (miocardiopatias) 3.

En nifios vy
adolescentes se puede dar el caso que la enfermedad estructural no es detectable
morfolégicamente, por lo que también tendrian un corazén aparentemente normal. A
nivel molecular estas enfermedades se deben a alteraciones en dos grandes grupos

de proteinas, las implicadas en la estructura y contractibilidad de los cardiomiocitos

(proteinas sarcoméricas, demosodmicas y citoesqueléticas) y las proteinas que son o

26

—
| —



Introduccién

estan relacionadas directamente con los canales idnicos implicados en el potencial de

(canales de sodio, potasio y calcio).
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2.4 Trastornos eléctricos primarios y el potencial cardiaco

Los trastornos eléctricos primarios incluyen el sindrome de QT largo (SQTL), el
sindrome de QT corto (SQTC), el sindrome de Brugada (SBr) y la taquicardia
ventricular  polimérfica catecolaminérgica (TVPC). Estos trastornos estan
caracterizados con frecuencia por anomalias especificas en el electrocardiograma
(ECG) tanto en un estado basal como bajo unas condiciones especificas, asi como el
ejercicio. Hasta la fecha la mayoria de genes asociados a estos trastornos codifican
para canales i6nicos cardiacos, sus subunidades o para proteinas que interactdan y
los regulan. La disfuncién de los canales ibnicos causa anomalias en las propiedades
eléctricas del corazén pudiendo provocar arritmias *2. Esta puede tener por lo tanto un
origen genético causado por alteraciones en genes codificantes para este tipo de
proteinas o adquirido mediante la exposicion a farmacos, inmunoglobulinas, o toxinas
que modifican las propiedades de estos. También se debe remarcar que hay genes
estructurales que interaccionan con canales ionicos, como puede ser el caso de
ciertos genes desmosomicos que interaccionan directamente con el canal de sodio
cardiaco y por lo tanto sus alteraciones genéticas pueden tener un efecto directo en el

potencial de accion.

Los canales i6nicos cardiacos son proteinas que regulan el flujo de iones tanto
de la membrana plasmatica como la de los organulos de la célula. En reposo las
células del miocardio ventricular son capaces de almacenar un potencial eléctrico de
entre -85 a -95mV. Debido a la excitabilidad de estas células son capaces de generar
potenciales de accién (PA) y la suma de estos a lo largo de todo el corazén acaba
generando el patron electrocardiogréfico tipico.

EL PA cardiaco consta de cinco fases:

e Fase 0 o despolarizacion rapida: Comienza con un cambio brusco y rapido en

la permeabilidad de la membrana al sodio. La corriente de sodio (In,) esta
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producida por la apertura de los canales de sodio operados por voltaje, que
provoca la despolarizacion de la membrana. En esta fase también se abren
canales de corriente de salida de potasio (ly).

Fase 1 o repolarizacion precoz: En esta fase se desarrolla una repolarizacién
temprana de la célula llamada “notch”, producida por la inactivaciéon de los
canales de sodio operados por voltaje, y por el mantenimiento de la apertura de
los canales li,.

Fase 2 meseta o repolarizacion lenta: Esta meseta o “plateu” caracteristica del
potencial de accion cardiaco se produce por la apertura de canales de Ca*'
dependientes de voltaje, que producen una corriente (Icy). En esta fase el
potencial comienza a disminuir lentamente por la activacion de los canales de
salida de K* (Iks, lk)-

Fase 3 o repolarizacion rapida tardia: En esta fase se observa la caida del
potencial de acciébn ya que se inactivan los canales lc, Yy quedan abiertos
canales de salida de K" (I, Ik), que continlan abiertos hasta que se
restablece el potencial de reposo en la fase 4.

Fase 4 o periodo entre dos potenciales: La célula recupera su potencial de
reposo (-85mV) como se muestra en la figura 2, pero tiene un exceso de
sodio. La bomba sodio potasio bombea iones Na® al exterior celular

restableciendo el gradiente inicial *>*.
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Figura 4. Representacién esquematica de las fases principales y las corrientes

involucradas en el potencial de accion cardiaco ventricular que suceden durante el ECG.
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2.4.1 Sindrome del OT largo (SOTL)

El SQTL es una alteracion de la repolarizacion ventricular que se manifiesta en el
ECG en forma de alargamiento del intervalo QT. Este alargamiento de la
repolarizacion del potencial de accién ventricular predispone a arritmias malignas del
tipo caracteristico conocido como “torsades de pointes”, un tipo especifico de sincope
que degenera en fibrilacion ventricular y puede conllevar la muerte slbita. Esta
enfermedad puede aparecer tanto en situacion de estrés o ejercicio fisico como en
reposo o durmiendo. La incidencia se estima entre 1:2000-1:5000 personas * con una
penetrancia variable y con diferentes fenotipos clinicos con un intervalo QT en el limite
y sin arritmias clinicas hasta la MSC. Esta enfermedad tiene una forma congénita en
un 85% de los casos y una esporadica en el 15% restante *. También hay una forma
adquirida de esta enfermedad que esta inducida por farmacos como pueden ser
medicamentos antiarritmicos, anestésicos, antibioticos, antihistaminicos,
antidepresivos o los que producen descompensaciones ionicas *. El SQTL
principalmente tiene un tipo de herencia dominante llamado tipo congénito de
“‘Romano-Ward” y estd provocado por una pérdida de funcion de las corrientes
repolarizantes o bien un aumento de las corrientes despolarizantes del potencial de

accion cardiaco. Los genes mayoritarios afectados se pueden clasificar en:

e Caodificantes de canales de potasio: KCNQ1 (SQTL1), KCNH2 (SQTL2),
KCNE1 (SQTL5), KCNE2 (SQTL6), KCNJ2 (SQTL7), y KCNJ5 (SQTL13).

e Genes codificantes para subunidades del canal de sodio cardiaco: SCN5A
(SQTL3), y SCN4B (SQTL10).

e Genes que codifican para subunidades de canales de calcio: CACNALC

(SQTLS), y RYR2 (SQTL14).
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e Genes que codifican para proteinas que interaccionan con canales iGnicos
cardiacos: ANK2 (SQTL4), AKAP9 (SQTL11), CAV3 (SQTL9), SNTA1

(SQTL12), CALM1 (SQTL15) y CALM2 (SQTL16).

2.4.2 Sindrome del QT corto (SOTC)

Definido como entidad clinica en el afio 2000 “°, y esta caracterizado por un
intervalo QT acortado que puede dar lugar a arritmias y por lo tanto a MSC tanto en
situacion de reposo como en respuesta de un estimulo externo. Es un sindrome que
se presenta en forma de herencia familiar asociada en mayor prevalencia a fibrilacion
auricular aungque también se la asocia con la ventricular. En contrapartida al SQTL el
SQTC esta provocado por una ganancia de la funcién de los canales de potasio
cardiacos, resultando de esta manera en un acortamiento del intervalo QT o una
pérdida de funcién en los canales de corriente de calcio tardia ***!. De esta manera se

puede clasificar el SQTS segun los genes mayoritarios afectados:

e Caodificantes de canales de potasio: KCNH2 (SQTC1), KCNQ1 (SQTC2) y
KCNJ2 (SQTC3).
e Caodificantes para subunidades de canales de calcio: CACNALC (SQTC4),

CACNB2 (SQTC5) y CACNA2D1 (SQTCS).

2.4.3 Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica (TVPC)

La TVPC esta caracterizada como una enfermedad arritmogénica hereditaria
caracterizada por arritmias ventriculares polimoérficas mediadas adrenérgicamente. La
taquicardia se induce durante una situacion de emociéon o ejercicio intenso pudiendo
provocar una muerte subita. Estos pacientes tienen un corazén estructuralmente
normal y muestran un ECG basal normal. Unicamente se puede desenmascarar

mediante un test de esfuerzo y un monitoreo continuo del ECG *. Este trastorno

33

—
| —



Introduccioén

ocurre principalmente en nifios y adolescentes, y su prevalencia estd estimada en
1:10000 en Europa. Esta enfermedad principalmente tiene un patrén de herencia
autosémica dominante con una elevada penetrancia *®. Los dos principales tipos de
este trastorno tienen alteraciones en genes que afectan a las corrientes de calcio,
provocando despolarizaciones tardias y arritmias ventriculares bajo unas condiciones
adrenérgicas particulares ** **. Las principales alteraciones genéticas se han asociado
en dos genes, pero también existen otros genes asociados a esta enfermedad. Los

genes mayoritarios asociados se pueden clasificar en:

¢ Caodificante para el receptor de rianodina (RYR2) que permite el flujo de iones
de calcio desde el reticulo sarcoplasmatico.

e Codificante para la isoforma de la calsecuestrina cardiaca (CASQ2) que
interacciona con RYR2 y regula la corriente sarcoplasmatica de calcio.

e Otros genes asociados a corrientes de calcio: CALM1, TRDN y KCNJ2

2.4.4 Sindrome de Brugada (SBr)

El SBr fue descrito por primera vez en 1992 por los hermanos Brugada *°. Esta
caracterizada por una elevacién del segmento ST en las derivaciones precordiales
derechas (Vi-V3;) del ECG seguido de una onda T negativa. Esta asociado a
taquicardia ventricular polimorfica y a la fibrilacién ventricular, y por lo tanto a muerte
sUbita. Estas arritmias se pueden producir tanto en situacién de reposo o bajo estrés
4047 La distribucion de este sindrome es dificil de precisar, se estima que en Europa
es de 1 a 5:10000 habitantes, siendo mas comdn en hombres (80% de los casos) y
una edad de diagnostico que oscila entre los 40 y 45 afios. Se estima que un 4% de la
MSC puede ser debido a SBr y este porcentaje aumenta hasta un 20% de las MSC sin
defectos estructurales en el corazén *®. Principalmente tiene un patrén de herencia
autosomico dominante de penetrancia incompleta aunque tiene alguna forma recesiva

también. El primer gen descrito fue el que codifica para el canal de sodio cardiaco,
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SCN5A, y hasta la fecha se han descrito mas de 350 mutaciones. Hay un alto
porcentaje de casos, aproximadamente un 75% que no se ha detectado causa
genética. Entre un 11 y un 24% de los casos corresponden a mutaciones en este gen
49 50

, pero también se han asociado otros genes. Los genes mayoritarios asociados se

pueden clasificar en:

e Relacionados con alteraciones en la corriente de sodio (SCN1B, SCN2B,
SCN3B, SCN10A, GPD1L, MOG1, RANGRF, SLMAP, FGF12 y PKP2).

e Relacionados con alteraciones en la corriente de calcio (CACNA1C, CACNB2B,
CACNA2D1 y TRPM4).

e Relacionados con alteraciones en la corriente de potasio (KCND3, KCNE1,
KCNE3, KCNE5, KCNJ8, HCN4 y ABCC9).

e Otros genes que han sido asociados: HEY2, SEMASA, PXDNL, IRX5, DPPX.
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Figura 5. Figura representativa de los principales canales i6nicos y las canalopatias a

las que estan asociados. ECG representativos de diferentes canalopatias. Alteraciones en
KCNQ1 y KCNH2 estan asociadas a LQTS1 (A) y LQTS2 (B), respectivamente. La ganancia de
funcion debido a alteraciones en KCNQ1 y KCNH2 esté asociada a SQTC (D). La ganancia de
funcion en SCN5A estd asociada a LQTS3 (C), y la pérdida de funcion a SBr (E). Finalmente la

pérdida de funcién en RYR2 esta asociada a TVCP (F). Adaptado de K.V. Lieve et al. (2015)
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2.5 Miocardiopatias

Las miocardiopatias son un grupo heterogéneo de enfermedades estructurales
del miocardio que causan disfunciones cardiacas pudiendo llegar a provocar la muerte
subita. La clasificacion de estas enfermedades esta basada en su fenotipo definido por
la evaluacién clinica de los afectados incorporando su genotipo cuando es posible.
Esta clasificacion se divide segun sus categorias fenotipicas mayores donde
principalmente destacan la miocardiopatia hipertrofica (MCH), dilatada (MCD) y
miocardiopatia arritmogénica (MA). Desde la primera alteracion genética detectada en
1990 en una familia con en la cadena pesada de la B-miosina, se han detectado méas
de 600 variantes genéticas raras asociadas a estas enfermedades. Estas
enfermedades principalmente tienen una forma autosébmica dominante con una pero
habitualmente presentan también penetrancia incompleta y expresividad variable. La
clasificacion de estas enfermedades es compleja ya que alteraciones en el mismo gen
pueden dar lugar a fenotipos diferentes asi como diferentes alteraciones en diferentes

genes pueden estar asociadas a un mismo fenotipo.

2.5.1 Miocardiopatia hipertréfica (MCH)

La MCH es un trastorno que esta caracterizado por una asimetria inexplicada en
el ventriculo izquierdo debida a un engrosamiento anémalo en el miocardio llamado
hipertrofia. Su diagnosis recala en un electrocardiograma y una ecocardiografia o una
imagen de resonancia magnética. Fenotipicamente esta caracterizada como un
trastorno heterogéneo, penetrancia dependiente de la edad, y de expresion variable.
En una misma familia se pueden observar casos desde hipertrofia inapreciable hasta
una extrema, con diferentes grados de fibrosis y obstruccion del tracto de salida. La
prevalencia de la enfermedad esta estimada en 1:500 pero puede estar subestimada
ya que no tiene en cuenta la prevalencia genética *°. Genéticamente se define como

una enfermedad monogénica causada principalmente por alteraciones en genes que
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codifican para proteinas sarcoméricas > **. Hasta el momento se han identificado

alrededor de 1400 alteraciones genéticas principalmente en:

e Genes codificantes para proteinas sarcoméricas citoesqueléticas (CSRP3,
TCAP, MOYZ2, VLC, TTN).

o Genes codificantes para proteinas sarcoméricas contractiles (ACTC1, ACTN2,
MYH6, MYH7, MYBPC3, MYL2, MYL3, TNNC1, TNNI3, TNNT2, TPM1,
NEXN).

e Genes codificantes para proteinas no sarcoméricas (CASQ2, JPH2, PLN,

PRKAG2, GLA, LAMP2, FHL1, TTR, GAA, PTPN11, PDLIM3, FXN, CAV3,

MYLK2, TAZ, CRYAB).

Figura 6. Figura representativa de un corazén con miocardiopatia hipertréfica. A:
Seccion transversal de un corazén de 530g de peso con hipertrofia ventricular izquierda. B:
Figuras miocardicas anormalmente ramificadas y desordenadas debido a la hipertrofia. Tincion

Tricrémica de Masson. Adaptado de M.P Suarez (2001) *°.

2.5.2 Miocardiopatia dilatada (MCD)

La MCD es un trastorno caracterizado por un alargamiento y una disfuncién
sistolica del ventriculo izquierdo que puede provocar la muerte subita. Cuando esta

enfermedad ocurre en ausencia de una causa identificable (ej. Isquemia, enfermedad
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valvular, hipertension, enfermedades inflamatorias, entre otras) se la denomina como
idiopatica. Afecta principalmente a nifios, adolescentes y jévenes adultos. Es
diagnosticada mediante un ECG y un ecocardiograma. Es una enfermedad insidiosa
de progresion lenta e inflamatoria, asociada tanto a arritmias auriculares como
ventriculares, y su incidencia afecta a 1:2500 individuos 14 Genéticamente es una
enfermedad autosdmica dominante, aunque también existen patrones subclinicos de
| 56 57-

herencia autosémica recesiva, ligada al cromosoma X y al genoma mitocondria

Las alteraciones en genéticas en esta enfermedad se pueden dividir en:

e Codificantes para proteinas nucleares (LMNA, EMD)

e Caodificantes para proteinas sarcoméricas citoesqueléticas (TTN, ACTN2,
LDB3, DES, DMD, CSRP3, VCL)

¢ Caoadificantes para proteinas desmosdmicas (DSC2, DSG2, DSP).

e Codificantes para proteinas sarcoméricas contractiles (MYH6, MYH7,
MYBPC3, TNNT2, TNNI3, TNNC1, TPM1, ACTC1, MYOZ1).

e Codificantes para otras proteinas (SCN5A, PLN, TAZ, ANKRD1, ABCC9,

BAG3, LAMP2, EYA4, TMPO, PSEN1, PSEN2, SGCD, CAV3, CRYAB,

RMB20).

Figura 7.. Figura representativa de un corazén con miocardiopatia dilatada. A: Corazon
con una marcada dilatacion el ventriculo izquierdo. B: Cardiomiocitos con una marcada

reduccion de miofibrillas. Tinciébn Hematoxilina Eosina. Adaptado de R. |. Radu et al. (2012) %8,
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2.5.3 Miocardiopatia arritmogénica (MA)

La MA es un trastorno caracterizado por una progresiva infiltracion de tejido
fibroadiposo en el miocardio, principalmente en el ventriculo derecho, pero en mas de

% Esta alteracion del

un 50% de los caso afecta también al ventriculo izquierdo
miocardio interrumpe la propagacion eléctrica provocando arritmias, sincope e incluso
pudiendo provocar muerte sUbita, llegando a provocar el 15% de este tipo de muerte
en jovenes atletas. La prevalencia de esta enfermedad varia entre un rango de 1:2500
a 1:5000, siendo tres veces mas prevalente en hombres ® ®*. Principalmente el patrén
de herencia de esta enfermedad es autosOmico dominante de expresividad y

penetrancia variable ® ®. Se han identificado principalmente alteraciones en genes

que codifican para proteinas del desmosoma y otras relacionadas:

e Codificantes para proteinas desmosémicas armadillo (PKP2, JUP).

e Caodificantes para proteinas desmosoémicas de unién transmembrana, anclaje y
relacionadas (DSG2, DSC2, DSP).

e Caodificantes para otras proteinas (SCN5A, DES, RYR2, TGFB3, TMEMA43,

PLN, LMNA, CTNNA3 y TTN).
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Figura 8. Figura representativa de un corazén con MAVD. A: Vision frontal del corazén,
mostrando la envoltura del ventriculo derecho. Se puede observar como las paredes del
ventriculo del corazén y su tracto de salida son translicidas; L = Izquierdo; Sup = superior; B:
visién derecha lateral. C: Degeneracion de los cardiomiocitos y su sustitucion fibroadiposa en la

pared ventricular derecha. Tincion Hematoxilina/eosina. Adaptado de V.R. lyer et al. (2013) o1,

—
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Figura 9. Figura representativa con los principales genes asociados a canalopatias,
miocardiopatias, desérdenes neuromusculares entre otras. En esta figura se representa de
manera esquematica la interrelacion entre genes y las diferentes enfermedades cardiacas
heredables. En el esquema representado se observa como hay una gran parte de genes
comunes que se comparten entre las diferentes enfermedades. Adaptado de R.E Hersberger et

al. (2013) *.
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Hipotesis y Objetivos

1 Planteamiento, hipoétesis y objetivos

Planteamiento:

La muerte natural define la muerte principalmente atribuida a una enfermedad o
a un malfuncionamiento interno corporal, y que no estd influenciada directamente por
fuerzas o agentes externos. En el desarrollo de este tipo de muertes estan implicadas
un gran nimero de patologias caracterizadas por presentar una gran heterogeneidad
fenotipica. Las principales causas de este tipo de muertes en individuos jovenes y
adultos son las debidas a patologias asociadas a la MSC. Aun asi existe un nimero
elevado de autopsias que aun después de los exhaustivos estudios macroscopicos,
microscopicos y toxicolégicos, quedan sin explicar. Este tipo de muertes se las
clasifica como MSI, son sospechosas de ser debidas a arritmias cardiacas y en
individuos jovenes pueden llegar a ser el 50% de los casos. Debido a la naturaleza
genética de estas patologias se hace necesario el estudio de las bases moleculares y

los factores genéticos implicados en el desarrollo de la MSC y la MSI.

En consecuencia el uso de herramientas de secuenciacion masiva (“Next
Generation Sequencing”, NGS), permitira estudiar un numero mayor de genes
candidatos vy la posterior identificacién de variantes potencialmente patogénicas para
patologias asociadas con la MSC. Por lo tanto el estudio genético combinado con el
seguimiento clinico de los familiares permitird establecer las correlaciones genotipo-
fenotipo y hara posible una mayor precisién en la terapia mas adecuada para estos.
En la presente tesis que se plantea identificar la etiologia de la muerte en los casos
menores de 50 afios e identificar los defectos genéticos asociados a la MSC que

puedan contribuir a este evento.
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Hipotesis:

La principal causa de muerte natural en individuos menores de 50 afios esta
debida a patologias cardiacas, prevaleciendo la enfermad coronaria en los casos de
mayor edad y los casos inexplicados en individuos jévenes. Un niumero importante de

muertes inexplicadas asi como de miocardiopatias se deben a defectos genéticos.

Objetivo 1.

e Descripcion y clasificacion de los casos de muerte subita natural incluidos
dentro del estudio. Definir la etiologia de las principales causas de muerte
subita natural y estratificar los casos en funcién de la edad, el género y la

situaciéon de muerte.

Objetivo 2:

o Realizaciobn de estudios genéticos mediante secuenciacion masiva en dos
cohortes diferentes definidas: Miocardiopatias e inexplicadas. Analizar los
principales genes asociados a la MSC. Clasificar y evaluar las variantes

encontradas en funcion de su patogenicidad.

Obijetivo 3:

e Establecer una recomendacion forense a modo de diagrama para la
optimizacion en la decision de cuando realizar estudios genéticos en los casos

de muerte subita.
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Material y Métodos

1 Material y métodos

1.1 Seleccidon de la cohorte vy criterios de inclusion

El presente proyecto se inici6 en 2012 en colaboracion con el Instituto de
Medicina Legal de Cataluiia (IMLC). El IMLC gestiona y concentra todos los casos de
Muerte slbita de Catalufia que requieren investigacion forense. Este estudio se ha
realizado sobre los casos de muerte natural del area metropolitana de Barcelona
recopilados entre 2012 y 2015. En total se seleccionaron 789 casos menores de 50
afios de edad cuyo informe forense determind que la causa de la muerte se debia a
causas naturales. Los casos fueron divididos entre los que se determinaron la causa
de la muerte mediante la autopsia macroscoépica y los que se acabaron de determinar
después del informe microscopico. La autopsia fue realizada siguiendo las
regulaciones internacionales actuales ®°, ®. Para el andlisis genético se utilizaron las
muestras cuya calidad y cantidad de ADN era suficiente para realizar el estudio. En
total se analizaron 151 muestras de casos cuya autopsia macroscépica no acabé de
determinar completamente la causa de la muerte, las cuales se dividieron en dos
cohortes. La primera cohorte correspondié a las miocardiopatias que necesitaron del
informe histolégico para ser diagnosticadas ya que los cambios estructurales no eran
lo suficientemente evidentes. El andlisis genético de esta cohorte se realiz6 mediante
secuenciacion masiva de las 32 muestras que cumplieron con los criterios de calidad.
Por otro lado se estudi6 la cohorte de muerte subita inexplicada. En total se pudieron
obtener 119 muestras para el estudio, divididas en 95 muestras secuenciadas
mediante secuenciacion masiva y 24 muestras que debido a la baja calidad se opt6

por realizar el método Sanger.
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1.2 Extraccion, cuantificacion y calidad del ADN

Mediante el kit “Chemagic Magnetic Separation Module /” se extrajo el ADN a
partir de la sangre de los casos post mortem. La pureza del ADN se midié mediante el
espectrofotobmetro Thermo Scientific NanoDrop 1000. La pureza se obtiene a partir de
los cocientes obtenidos mediante la relacion entre las absorbancias 260/280 y
260/230. El cociente resultante de la primera relacién debe tener un valor aproximado
a 1.8, cuando los valores son menores se puede tratar de fenoles o proteinas
contaminantes ya que absorben cerca de los 280 nm. El cociente resultante de la
segunda relacion debe oscilar entre 1.8 y 2.2, si los valores son menores puede ser
por la presencia de contaminantes copurificados. Si los valores son un poco mas
elevados no son necesariamente indicativos de contaminacién o algun otro tipo de

problema.

Para la cuantificacion se us6 el método mediante el método fluorométrico en Life
Technologies Qubit™. Este método permite una medida altamente sensitiva para el
ADN de doble cadena (dsDNA) para muestras cuya concentracion estén entre los 100

pg/ul y los 1000 ng/ul. La preparacion se realiz6 de la siguiente forma:

e Se preparé el numero de tubos de 0.5ml necesarios para cada una de las
muestras y los dos estandares requeridos.

e Se preparo las soluciones de trabajo diluyendo el reactivo “Qubit™ dsDNA BR
1:200” en la solucién “Qubit™ dsDNA BR buffer”. Para la preparacion de los
estandares se afiadié6 190 ul de la solucion de trabajo y 10 pl de la solucién
estandar a cada tubo. Para la preparacion de las muestras se afadioé 198 pul de
la solucién de trabajo mas 2 pl de ADN de la muestra. El volumen final de cada
tubo debe de ser 200 pl.

e Una vez hecha las mezclas, los tubos se incubaron 2 minutos a temperatura

ambiente.
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e Finalmente se insertaron los tubos en el fluorometro Qubit® 2.0 para tomar las

lecturas.

El control de integridad del ADN se realiz6 en un gel de agarosa al 0.8%. Se
cargd 100 ng por cada muestra de ADN para asegurarse una banda Unica de alto peso
molecular (>20-25Kb). Cuando el ADN se encuentra degradado aparece un

corrimiento de banda y/o bandas de menor peso molecular.
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1.3 Secuenciacion directa mediante el método Sanger

1.3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa vy purificacion

Antes de la reaccion de secuenciacion se debe amplificar la region de interés. La
amplificacién se realiza mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Para la realizacion de la PCR se necesita ADN de la muestra, Taq polimerasa,
dNTPs, una pareja de “primers” complementarios a la region de interés de cada una
de las cadenas del ADN y una solucién tampén que proporciona un ambiente quimico

Optimo. La reaccién de PCR se realiza en 3 pasos:

e Desnaturalizacion (94-98°C): la alta temperatura es capaz de romper los
puentes de hidrégeno que mantienen unidas las hebras del ADN, permitiendo
de esta manera que se separen para obtener una secuencia lineal de ADN.

e Hibridacion (50-70°C): la pareja de primers se hibridan a sus secuencias
complementarias en la ADN molde. La temperatura de este paso varia en
funcion de la longitud y la homologia con la region de interés de los primers.

e Elongacién (72°C): Es la temperatura ideal para la actividad de la ADN
polimerasa. Esta afiade dNTPs en el extremo 3’ del primer hibridado formando
asi una cadena complementaria.

e Estos tres pasos se repiten de 20 a 35 veces aproximadamente obteniendo una

amplificacién exponencial.

Para las reacciones se utilizaron los kits “GoTag G2 Hot Start Master Mix” de
Promega y el kit “KAPA2G Robust Hot Star” de Kapa Biosystem. La amplificacion se
realiz6 en los termocicladores “Verities PCR” de Applided Biosystems. Por cada
reaccion se utilizaron 6.25 pl del reactivo de Promega “GoTaq G2 Hot Start” (contiene
polimerasa, dNTPs y la solucién tamp6n), 4.25 ul de agua libre de nucleasas y 1 pl de

ADN diluido a 20 ng/ul. Para la amplificacion de las regiones mas dificiles por su alto
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contenido en “AT” o “GC” se utilizé el kit “KAPA2G” que por cada reaccion contiene,
0.5 pl de polimerasa, 1.5 pl de dNTPs, 2 ul de buffer y 1 ul de ADN diluido a 20 ng/pul

[Tabla 2].

Tabla 2. Se utilizaron 3 perfiles distintos segln el tipo de PCR necesario para cada

amplificacion. *X°C se refiere a una temperatura especifica para regiones con alto contenido

GC.
Perfil PCR Desnaturalizacion Hibridacién Elongacién Final
40 ciclos:
. . 30 segundos a 94°C . Mantener
(o] O
Perfil usual 3 minutos a 95°C 30 segundos a 60°C 5 minutos a 72°C 2 49C
45 segundos a 72°C
40 ciclos:
) . . 30 segundos a 94°C . Mantener
(o] 0
Perfil alternativo 3 minutos a 95°C 30 segundos a X°C* 5 minutos a 72°C 2 4°C
45 segundos a 72°C
Peril Mantener
“Touchdown” 4 minutos a 95°C 5 minutos a 72°C 2 49C

para KAPA2G

Para la purificacion del producto de PCR se utilizé el reactivo “Exo-SAP-IT” de
Affymetrix que contiene dos enzimas hidroliticas. Este reactivo purifica fragmentos que
abarcan menos de 100 pb hasta 20kb. Esta reaccion se lleva a cabo en dos pasos,

uno a 37°C durante 15 minutos y otro a 80°C durante 15 minutos.

1.3.2 Secuenciacion

El producto purificado de PCR se secuencié mediante la metodologia Sanger en
ambas direcciones. La metodologia sanger se basa en secuenciar linealmente
mediante el empleo de primers para la regién de interés en uno de los sentidos de la
cadena y de dideoxinucleétidos (ddNTPs) marcados fluorescentemente que carecen
de un grupo hidroxilo, de manera que cuando uno de estos se incorpora a la cadena
esta no continla elongandose, obteniendo fragmentos de todos los tamafios. Para la
reaccion se utilizé el kit “BigDye Terminator v3.1” de Applied Biosystems. Para la

reaccion de secuenciacion se utilizé el termociclador el siguiente perfil de 25 ciclos:

—
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e 96°C durante 10 segundos
e 50°C durante 5 segundos

e 60°C durante 4 minutos

El precipitado se realiz6 en 3 pasos:

e A cada pocillo se afadié 80 ul acetato de sodio a 4°C , después se centrifugd
durante 45 minutos a 12000 rpm

e Después de descartar la solucion anterior se realiz6 un lavado con 150 ul
etanol al 70% y se centrifugé a 12000 rpm.

¢ Una vez se descarté el etanol, a cada pocillo afiadié 10 ul de formamida. Las

muestras se incubaron durante 7 minutos a 95°C.

1.3.3 Analisis de la secuencias Sanger

Cada placa se secuenci6 mediante electroforesis capilar en el secuenciador
‘3130 Genetic Analyzer” de Applied Biosystems. Las secuencias obtenidas se
analizaron en el programa “SeqScape v2.5” de Life Technologies. Este programa
permite introducir las secuencias de referencia de los genes estudiados para después

realizar un alineamiento automatico de las secuencias obtenidas.

1.4 Secuenciacidon masiva

Se utiliz6 la tecnologia “SureSelect™ Target Enrichment Custom 0.5-2.9Mb” para
secuenciacion de librerias “lllumina Paired-End” de Agilent Technologies. Esta
tecnologia de procesado de muestras permite la captura de las regiones de interés a
secuenciar. Para la fragmentacién del ADN antes del procesado de las librerias se
utilizo el “Bioruptor’NGS” de Diagnode, con la finalidad de obtener fragmentos de
entre 150 y 200 pb. La purificacién de los fragmentos se realiz6 mediante el kit de

bolas magnéticas “Agencourt AMPure XP” de Beckerman Coulter. Para el andlisis de
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los fragmentos mediante electroforesis de alta resolucion se utilizé el Bioanalyzer2100
de Agilent Technologies. Las librerias corrieron en la plataforma de secuenciacion

“Miseq System” de lllumina.

Para la correcta realizacion de librerias se necesita una buena pureza e
integridad del ADN tal y como se explica en el anterior apartado de extraccion y
cuantificacion (p.50), asi como de disponer de la cantidad y concentracion de ADN

suficientes para la realizacion de las librerias como se detalla a continuacion.

El que el proceso de preparacion de muestras de ADN para secuenciacion
masiva consiste en un conjunto de pasos que empieza con la fragmentacion del ADN y
acaba con la obtencion de las regiones gendmicas de interés para su posterior

secuenciado. Los principales pasos de preparacion son:

o Fragmentacion: El primer paso para la creacién de las librerias consiste en
fragmentar el ADN mediante ondas ultrasonicas con la finalidad de obtener
fragmentos de entre 150 y 200 pb. Para este paso se utilizé “Biorruptor® NGS”
de Diagnode, y se cargaron muestras de 100ul con un rango de
concentraciones que variaban entre 30 y 55 ng/ul. Tras este paso se realizé
uno de purificacion con el kit de bolas magnéticas. Finalmente se realizaron
dos lavados con etanol y se recuper6 el ADN efluyéndolo en 50 pl de agua libre
de nucleasas.

e Valoracion: Mediante la electroforesis de alta resolucién se comprueban los
fragmentos para comprobar que tengan la medida necesaria. Este paso se
realizd con el “Bioanalyzer” y con el chip de carga “DNA 1000” que tiene
capacidad para 12 muestras. A continuacion se procedi6 a cargar los reactivos
necesarios (matriz, marcadores y el “ladder” o marcador de peso molecular. Se

siguio el proceso de carga detallado en la figura 7.
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Figura 10. Esquema de los pasos de carga del chip “DNA 1000” para el Bioanalyzer. De

los pasos A al E se detalla el orden y volumenes de los reactivos a cargar.

Reparacion de los extremaos: A continuacion se deben reparar los extremos del
ADN fragmentado. Para este paso se utilizan dos tipos de ADN polimerasas
con actividad endonucleasa 523’ y exonucleasa 3’>5’, junto con la enzima
polinucleétido quinasa T4 (T4 PNK). Primero se preparé una mix que contenia
por cada muestra 35.2 pl de agua libre de nucleasas, 1.6ul de dNTPs, 1 pl de
polimerasa T4, 2 ul de polimerasa Klenow, 2.2 pl de T4 PNK y 10 pl de buffer.
A continuacion se transfirieron 52 ul de la mix por cada muestra a una placa de
96 pocillos. Finalmente se incubd a 20°C durante 30 minutos y acto seguido se
realiz6 una purificacion.

Adenilacién: Antes de realizar la ligacion de los adaptadores se necesita
adenilar los extremos 3’ de los fragmentos. Para esto se necesitan dATPs y la
polimerasa Exo(-) Klenow, que uUnicamente tiene actividad polimerasa 5> 3'.
Para este paso se preparé cuan mix por muestra que contenia 11u agua libre
de nucleasas, 1 pl de dATPs y 3 ul de polimerasa Exo(-) Klenow. En una placa

de 96 pocillos se transfirieron 20 pl por muestra a cada pocillo y se incub6 a
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37°C durante 30 minutos. Finalmente se realiz6 un paso de purificacion y una
elucion en 15 pl de agua por muestra.

Ligacion de adaptadores: A los extremos 3’ de los fragmentos se afiade una
serie de adaptadores mediante la ADN ligasa T4. Estos adaptadores presentan
complementariedad de bases con las secuencias de cadena simple que se
encuentra en la placa o “flowcell” donde transcurre la reaccion de
secuenciaciéon. En este punto se preparé una mix formada por 15.5 pl de agua
libre de nucleasas, 10 ul de adaptadores comerciales, 1.5 pl de ligasa T4y 10
ul de Buffer. En una placa de 96 pocillos se repartieron 37 ul de la mix y se le
afiadieron 13 pl de la muestra. A continuacién se incubd la placa 15 minutos a
20°C. Finalmente se realizé un paso de purificaciobn y cada muestra se
resuspendié en 32 pl de agua libre de nucleasas.

Amplificacion: Una vez estan unidos los adaptadores se realiza una PCR. Para
esta reaccion se utilizan los primers comerciales junto a la enzima Herculasa Il
que tiene actividad endonucleasa 523’ y exonucleasa 3'->5'. Se realizé una
mix formada por 21 pl de agua libre de nucleasas, 1.25 pl de primer foward
Sure Select, 1.25 pl de primer reverse Sure Select Indexing pre-capture PCR, 1
pl de Herculasa Il, 0.5 ul de dNTPs y 10 ul de buffer. Se transfirieron 35 ul de la

mix a cada pocillo de una placa de 96 mas 15 pul de cada muestra [Tabla 3].

Tabla 3. Perfil de temperaturas y tiempo utilizado para el paso de amplificacion de los

fragmentos con los adaptadores.

Perfil PCR Desnaturalizacion Hibridacién Elongacién Final
5 ciclos:
) 2 minutos segundos a 30 segundos a 98°C . o Mantener
Perfil PCR SS 08°C 30 segundos a 65°C 10 minutos a 72°C 2 4°C

60 segundos a 72°C

Valoracién de las muestras: En este paso se realiz6 una valoracion de la

concentracion con “Qubit”y un andlisis de la longitud de los fragmentos con el
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“Bioanalyzer”. La concentracion final de cada muestra tuvo que ser superior a
30 ng/ul y fragmentos entre 250 y 275 pares de bases.

Concentracion de las muestras: Se centrifugaron las muestras durante 50
minutos a 60°C al vacio en el concentrador. Posteriormente se hidrataron con
3.4 ul de agua libre de nucleasas.

Hibridacion de las librerias: Para realizar la captura con las sondas se realizan
3 mixes diferentes, “Mix Hybridization buffer” que optimiza la reaccion, “Mix de
libreria de captura Sure Select” incluye fragmentos de ARN marcados con
biotina que son complementarios a las regiones de interés, y “Mix Block Sure
Select”, que contiene reactivos para aumentar la especificidad de la reaccion.
La mix “Hybridization buffer” se prepard por cada muestra con 12,5 ul de
“SureSelect Hyb#1”, 0,5 ul de “SureSelect Hyb#2”, 5 pl de “Sure Select Hyb#3”
y 6,5 ul de “Sure Select Hyb#4”. La mix de libreria de captura se prepard por
cada muestra con 4.5 ul de agua libre de nucleasas, 2 L de libreria de captura
y 0.5 pL de “RNAse Block”. La tercera mix “Block Sure Select” se prepar6 con
2.5 ul de “Sure Select Indexing Block#1, 2.5 pl de “Sure Select Indexing
Block#2 y 0.6 ul de “Sure Select Indexing Block#3”. En primer lugar se puso 5.6
pl de “Mix Block” por muestra en cada uno de los pocillos de una la fila B de
una placa de 96, se afiadieron 3.4 pl de la libreria con los adaptadores y se
incub6 5 minutos a 95°C. Después en la fila A se afladieron 20 ul de la mix
“Hibirdization buffer”y se realiz6 una incubacién de 5 minutos a 65°C. En la fila
C se afadié 7 pl de la mix de la libreria de captura y se incubd 2 minutos a
65°C. Después de la incubacion se afiadieron 13 pl de la fila Ay 9 ul de la fila B
en la fila C. Finalmente se incub6 la mezcla entre 16 y 24h a 65°C. Finalmente
se realiz6 un paso de purificacion utilizando un kit de bolas magnéticas con
estreptavidina.

Amplificacion de la captura: En este paso se realiza una PCR cuyos primers

tienen una secuencia indice diferente para cada muestra. La mix se preparé
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por cada muestra con 22.5 ul de agua libre de nucleasas, 1 pl de Herculasa ll,
0.5 yl de dNTPs, 10 pl de buffer, y 1 ul de “Indexing Post Capture Forward PCR
primer”. A continuacién se repartieron 35 pl en una placa de 96 pocillos y
finalmente se afadieron 1 pl del primer reverse que contiene la secuencia

indice y 14 pl de muestra [Tabla 4].

Tabla 4. Perfil de PCR de la amplificacién de la captura.

Perfil PCR Desnaturalizacion Hibridacién Elongacién Final
5 ciclos:
) 2 minutos segundos a 30 segundos a 98°C . o Mantener
Perfil PCR SS 08°C 30 segundos a 65°C 10 minutos a 72°C 2 49C

60 segundos a 72°C

Finalmente se realizé un paso purificacién y las muestras se resuspendieron en
30 ul de agua libre de nucleasas.

e Valoracion: Se realiz6 un paso de valoracion de la concentracién de las
muestras para comprobar que fuera superior a 1 ng/ul. También se realizé un
andlisis de los fragmentos, para comprobar que estuvieran entre 300 y 400 pb.

e Preparacion del pool para secuenciacion: Se prepararon grupos de librerias a
10nM y se realiza un banco de diluciones para llegar la concentracién de carga
a 9pM. En este paso se carga junto al grupo de librerias una libreria comercial

al 1% “PhiX” como control de carga.

1.4.1 Panel genético personalizado

Para el andlisis genético se seleccionaron 55 genes previamente asociados a
MSC “Sudd InCode” de Ferrer InCode [Tabla 5]. El panel incluye tanto genes
codificantes para proteinas estructurales como genes codificantes para canales
i6nicos y proteinas relacionadas con éstos ®. Las coordenadas se disefiaron mediante

el programa “eArray” de Agilent Technologies. Todas las isoformas descritas en el
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UCSC browser fueron incluidas en el disefio. El tamano final fue 432,512 kb de

regiones codificantes y extremos UTR.

Tabla 5. Lista de los 55 genes distribuidos en funcién a la enfermedad con la que estan

relacionados. Algunos genes estan asociados con mas de una enfermedad.

Enfermedad Genes

Sindrome de Brugada KCNES, CACNALC, CACNB2, GPD1L, HCN4, SCN5A

ANK2, CACNALC, CAV3, KCNE1, KCNE2, KCNH2, KCNJ2,

Sindrome del QT Largo KCNQ1, RYR2, SCN4B, SCN5A

Sindrome del QT Corto CACNALC, CACNB2, KCNH2, KCNJ2, KCNQ1

Taquicardia Ventricular

Catecolaminérgica Polimorfica CASQ2, KCNJ2, RYR2

ACTC1, ACTN2, CAV3, CSRPS3, GLA, JPH2, LAMP2, LDB3,
MYBPC3, MYH6, MYH7, MYL2,

MYL3, MYOZ2, PDLIM3, PLN, PRKAG2, RYR2, TCAP,
TNNC1, TNNI3, TNNT2, TPM1, TTN, VCL

Miocardiopatia Hipertréfica

ACTC1, ACTN2, CAV3, CRYAB, CSRP3, DES, DMD, DSC2,
DSG2, DSP, EMD, LAMP2, LDB3, LMNA,

MYBPC3, MYH6, MYH7, PKP2, PLN, SCN5A, SGCD, TAZ,
TCAP, TNNC1, TNNI3, TNNT2, TPM1, TTN, VCL

Miocardiopatia Dilatada

Miocardiopatia Arritmogénica de DES, DSC2, DSG2, DSP, JUP, LMNA, PKP2, PLN, TGFB3,
Ventriculo Derecho TTN

En los casos cuyas muestras eran de muerte inexplicada y no cumplieron los
criterios para el analisis por secuenciaciébn masiva, el estudio genético se limité, a la
secuenciacion por la metodologia Sanger de los genes que mayoritariamente estan
asociados a las canalopatias anteriormente descritas como recomiendan diferentes
estudios y guias (SCN5A -NM_198056-, KCNQ1 -NM_000218-, KCNH2 -NM_000238-,
KCNE1l -NM_000219-, KCNE2 -NM_172201-, KCNE3 -NM_005472- and RyR2 -

NM_001035-) & €8,

1.4.2 Estudio Bioinformatico

Las lecturas obtenidas mediante la secuenciacidbn masiva se mapearon para en
un las secuencias de referencia para determinar posibles variantes encontradas. Este
andlisis se lo denomina analisis secundario, donde se recogen los archivos FASTQ

gue contienen las lecturas de la secuenciacion y su calidad, para a continuacion ser
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analizados mediante programas informéticos determinados. El analisis y mapeo de las
lecturas obtenidas se realiz6 en GEM II. Finalmente con los programas SAMtools
v.1.18, GATK v2.4 y otro método propio desarrollado se generaron los archivos VCF

para posteriormente anotar y clasificar las variantes secuenciadas.

1.5 Interpretacion de los resultados

Las variantes detectadas tanto por secuenciacion masiva como por el método
Sanger, se compararon en las bases de datos genéticos internacionales Ensembl
Genome Browser 3, 1000 Genomes Browser *, EVS 8, ExAc Browser *°, HGMD %y
dbSNP (NCBI) *® asi como una base de datos propia. Los andlisis “in-silico” se
realizaron mediante los programas Mutation Taster %, Provean ** y PolyPhen2 %. El
alineamiento de las secuencias para aquellas variantes noveles se realiz6 utilizando la
base de datos UniProt °. También se evalud el ratio del log2 de la informacion
obtenida entre las muestras. La deteccion de pérdidas y ganancias se basé en
aquellas coordenadas gendmicas cuyos ratios indicaron duplicaciones o deleciones
(menores que 21.0 o mayores que 0.6, respectivamente). Se tuvieron en cuenta para
el analisis las regiones exonicas y las flanqueantes que estaban en un rango de 10 pb.
Por la susceptibilidad de ser potencialmente patogénicas, se reportaron las variantes

cuya frecuencia alélica (MAF) era menor al 1% en la poblacién general ™.

1.6 Analisis de la patogenicidad

Para la clasificacion de las variantes y su andlisis de patogenicidad se establecid
un criterio propio basado en recomendaciones como la del Colegio Americano para la
Medicina Genética y Gendmica en consorcio con la Asociacion de Patologias

Moleculares ". El criterio se estableci6 de la siguiente manera:
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Variantes posiblemente benignas (VPB): Fueron variantes descritas
previamente cualquiera de las bases de datos de poblacion general, cuyos
analisis “in-silico” predijeron neutralidad.

Variantes de significado incierto (VSI): Fueron variantes noveles cuyos andlisis
“in-silico” predecian neutralidad o diferian entre predicciones. También se
clasificaron en este grupo las variantes descritas en poblacién general cuyos
“in-silico” diferian entre ellos.

Variantes posiblemente patogénicas (VPP): Se clasificaron en este grupo
variantes asociadas a una enfermedad en las cuales existia cierto grado de
duda o cuya evidencia cientifica no era lo suficientemente fuerte, variantes
radicales (inserciones, deleciones o codones stop prematuros), variantes en
regiones de splicing a +5 nucleétidos del exén, y variantes noveles cuyos
analisis “in-silico” predecian patogenicidad.

Variantes patogénicas (VP): Variantes previamente asociadas y reportadas de

ser causante de enfermedad.
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1 Analisis de la cohorte

El presente estudio iniciado en febrero de 2012 presenta un andlisis de 789
casos de muerte natural recogidos durante 3 afios. En total se analizaron 609 hombres
(77.2%) y 180 mujeres (22.8%). El rango de edad de los casos estudiados oscila entre
los 0 y los 50 afos con una media de edad global de 38.6+12.2 afios. En hombres la
media de edad es de 39.3£11.2 afios, mientras que en mujeres la media de edad es
de 36.2+14.9. Para un mejor analisis los casos se dividieron en cinco grupos de edad

(0-10, 11-20, 21-30, 31-40, 41-50 afios).

1.1 Prevalencia de la muerte natural

La mayor parte de los casos estudiados pertenecieron al rango de mayor edad,
que comprende entre los 41 y 50 afios, 467 casos (59.2%). También se clasificaron un
total de 190 casos (24.1%) en el rango de edad comprendido entre los 31 y los 40
afios. Por ultimo los 132 casos restantes (16.7%) fueron menores de 30 afios. En
cuanto al género, el nimero de hombres fue mayor en todas las cohortes, rondando
entre el 60% y el 70% en los casos menores de 30 afios, y llegando casi al 80% en los

rangos de edad superiores [Figura 11].
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Figura 11. Porcentaje de casos de muerte natural conforme a la edad y el género. El
mayor porcentaje de muertes ocurren en los Ultimos rangos de edad. También en cuanto al
género, hay una mayor prevalencia de hombres en todos los rangos de edad. Los hombres

estan representados en negro y las mujeres en blanco.

1.2 Contexto en el gue tuvieron lugar los casos de muerte natural

Los casos se clasificaron en tres grupos, dependiendo del contexto en el cual se
encontraban cuando sucedié su muerte: Actividades rutinarias, estrés o ejercicio y
durante el suefo. La distribucién mostré que la situacion de muerte mas comun fue la
actividad diaria (376 casos, 70.6%), seguida de la situacion donde los casos se
encontraban durmiendo (98 casos, 18.4%) y en menor medida por la situacion de
muerte sucedida bajo estrés o ejercicio (58 casos, 11%). La distribucién de los casos
divididos en rangos de edades y distribuidos de manera relativa a cada contexto de la
muerte, mostré que la actividad diaria tuvo una mayor prevalencia en los mayores de
40 afos, en cambio en los menores hubo una prevalencia ligeramente mayor de los

contextos de estrés/ejercicio y durante el suefio [Figura 12].
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Figura 12. Contexto de la muerte. Las actividades diarias tuvieron una mayor
prevalencia en los casos mayores de 30 afos. Las actividades diarias estan indicadas en color
amarillo, en azul los casos que estaban durmiendo y por Ultimo en gris oscuro estrés y

ejercicio.

La distribucion de los casos de manera relativa a cada situacion de la muerte
mostré una mayor prevalencia de las causas cardiacas en la situacion de estrés y
ejercicio (51.7%), mientras que las patologias vasculares tuvieron una mayor
prevalencia en el contexto de actividad diaria (20.2%) y las causas inexplicadas
tuvieron una mayor prevalencia en el contexto de muerte durante el suefio (37%) y
estrés/ejercicio (34%); finalmente el resto de causas no mostraron grandes diferencias

en entre los diferentes grupos.
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1.2.1 Autopsia macroscopica

Después de una primera valoracion forense macroscopica, se pudo determinar la
causa de la muerte (autopsia macroscopica positiva) en 506 casos (64%), mientras
que los 283 casos restantes (36%) quedaron inconclusos (autopsia macroscopica

negativa).

1.2.2 Autopsia macroscopica positiva

De los 506 casos descritos anteriormente, la investigacion forense los clasificd
segun las siguientes causas de muerte: cardiacas en 230 casos (45%), siendo la
enfermedad coronaria la causa mas comun (127 casos, 25% del total); vasculares
(embolismos o hemorragias) en 137 casos (27%); pulmonares/respiratorias en 91
casos (18%), siendo los procesos infecciosos responsables de 47 casos (9% del total);
y digestivos en 21 casos (4%). Finalmente en los 27 casos restantes (5.3%), se
detectaron otras causas menores entre las que estaban incluidos 8 casos neurologicos
no vasculares, 7 carcinogénicos, 6 endocrinolégicos, 2 obstétricos y 3 fallos
multisistémicos. La mayor parte de estos casos macroscopicos positivos fueron

hombres (383 casos, 75.7%).

1.2.3 Autopsia macroscopica negativa. Analisis microscopicos

La autopsia macroscoépica no fue completamente capaz de determinar la causa
de la muerte en 283 casos (35%). Estos casos se los denominé macroscopicos
negativos, y requirieron de analisis histoldgicos para acabar de determinar la causa de

la muerte. La causa de la muerte se finalmente se dividio en los siguientes subgrupos:

e Cardiacos, en los cuales se incluyen 98 sindromes coronarios (presencia de
trombo, infarto miocardico o estenosis severa >75%), 36 casos cardiacos

potencialmente heredables cuya histologia demostré una miocardiopatia.
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e Casos inexplicados, que incluyeron 149 (52.6%) cuyos analisis histolégicos no
pudieron identificar ninguna alteracion en el corazon. Dentro de este grupo se
identificaron 23 casos (12.6%) cuya muerte ocurrio antes del primer afio de

edad (SIDS).

1.2.4 Muerte natural conforme al contexto v la autopsia final

Con la inclusién de los analisis histolégicos se pudo determinar que de los 789
casos totales, 364 (46%) lo fueron debido a causas cardiacas, mientras que 149
(18.8%) casos siguieron sin poderse determinar (inexplicados). Por otra parte las
causas cardiacas fueron las mas comunes globalmente en todos los contextos de
muerte, seguida de las inexplicadas. Pero la distribucién de manera relativa a cada
uno de los contextos de muerte mostr6 que las causas cardiacas fueron mas
prevalentes en el contexto de estrés y ejercicio (51.7%), las patologias vasculares
tuvieron una mayor prevalencia en el contexto de actividad diaria (20.2%), mientras
que en las causas inexplicadas hubo una mayor prevalencia del contexto de muerte
durante el suefo (37%) y estrés/ejercicio (34%); finalmente en el resto de causas no

se mostraron grandes diferencias entre los diferentes grupos [Figuras 13, 14].
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Figura 13. Grafica de sectores de los porcentajes de distribucion de las diferentes
causas de muerte natural. En el total de casos la muerte debida a causas cardiacas fue la

mayoritaria, seguida de las causas inexplicadas y las vasculares.
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Figura 14. Causa de la muerte acorde al contexto de la muerte. La distribucion de
manera relativa muestra que las causas cardiacas fueron prevalentes en el contexto de
estrés/ejercicio, mientras que las vasculares lo fueron durante las actividades diarias. En las
causas inexplicadas hay una mayor prevalencia de los contextos de muerte durante el suefio y
en situacion de estrés y ejercicio. Las actividades diarias corresponden al color amarillo,

durante el suefio corresponde al color azul, y en situacién de estrés/ejercicio al color gris.
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1.2.5 Distribucion de los casos por rangos de edad

Finalmente todos los casos de muerte natural se distribuyeron en cinco rangos

de edad [Figura 15]:

Cohorte de 0 a 10 afos: Este subgrupo incluyé un total de 50 casos (6.33%).
Estos se distribuyeron en, 7 casos (14%) que murieron debido a causas
cardiacas (2 DCM, 2 miocarditis, 1 LQTS, 1 causa cardiaca no especificada), 1
caso (2%) debido a accidente vascular cerebral, 5 casos (10%) a afecciones
respiratorias (2 infecciosas, 1 aspiracién, 1 asmatica y 1 obstructiva), 3 casos
(6%) a causas cerebrales/neuroldgicas (2 infecciosos y 1 malformacion), y 1
caso (7.1%) fue nonato. Finalmente en 33 casos (66%) permanecieron como
inexplicados (23 SIDS).

Cohorte de 11 a 20 afios: Este subgrupo incluy6 un total de 20 casos (2.5%).
Estos se distribuyeron en, 4 (20%) casos que murieron debido a causas
cardiacas (1 HCM, 1 DCM, 1 congénito y 1 miocarditis), 4 (20%) a accidentes
vasculares (3 pulmonares y 1 digestiva). Finalmente 7 casos (35%)
permanecieron como inexplicados.

Cohorte de 21 a 30 afios: Este subgrupo incluyé 62 casos (7.8%). De estos un
total de 19 casos (31%) murieron debido a causas cardiacas (6 coronarios, 5
HCM, 1 DCM, 2 ARVC, 1 miocarditis, 1 congénito, 1 transplante, 1 valvulary 1
causa cardiaca no especificada), 9 (15%) a accidentes vasculares (5
pulmonares, 1 adrtico, 2 neuroldgicos y 1 digestivo), 10 (16.1%) a afectaciones
respiratorias (4 infecciones, 3 edemas, 2 aspiraciones y 1 asmatico), 1 (1.6%) a
causas cerebrales/neuroldgicas, 1 (1.6%) a otras causas (carcinogénicas).
Finalmente 22 casos (35.5%) resultaron inexplicados.

Cohorte de 31 a 40 afos: El subgrupo incluyé 190 casos (24.1%). De estos,

82 (43.2%) murieron debido a causas cardiacas (49 coronarias, 11 no
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especificadas, 6 DCM, 8 HCM, 1 ARVC, 3 miocarditis, 2 congénitas y 2
Miocardiopatias no clasificables), 38 (29.9%) a accidentes vasculares (15
pulmonares, 9 neurolégicas, 8 aorticas y 6 digestivas), 28 (14.9%) a
afectaciones respiratorias (12 infecciosas, 7 edemas, 3 aspiraciones, 2
asmaticas y 4 obstructivas), 3 (1.6%) a cerebrales/neuroldgicas (2 infecciosas y
1 edema), y 8 (4.2%) a otras causas (3 digestivas, 4 carcinogénicas y 1 fallo
multiorganico). Finalmente 31 (16%) casos resultaron inexplicados.

Cohorte de 41 a 50 afios: Finalmente esta cohorte incluy6 467 casos (59.2%).
De estos, 252 (54%) murieron debido a causas cardiacas (169 coronarias, 24
no especificadas, 18 DCM, 34 HCM, 2 ARVC, 2 valvulares y 1 pericarditis), 85
(18.2%) a accidentes vasculares (31 pulmonares, 28 digestivas, 19
neurolégicas y 7 aorticas), 46 (10%) a afectaciones respiratorias (27
infecciosas, 10 edemas, 6 obstructivas, 1 asmatica, 1 aspiracion y 1
hemorragica), y 27 (7.7%) debido a otras causas (17 digestivas, 6
carcinogénicas, 1 endocrina, 1 fallo multiorganico, 1 obstétrico y 1 infecciosa

renal). Finalmente 56 (12%) casos resultaron inexplicados.
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Figura 15. Porcentajes de distribucién de los casos de muerte natural en relacion a cada
rango de edad. Se observa que hay un incremento de las causas cardiacas con la edad,
alcanzando el 54% en el grupo de edad mayor. Por otro lado las causas inexplicadas fueron
mucho mas prevalentes en los menores de 30 afios, alcanzando el 66% de los casos en la
cohorte mas joven. Las causas inexplicadas estan representadas con el color gris, mientras
gue las causas cardiacas en color negro. Las causas vasculares estan representadas rojo, las

pulmonares en azul y el resto de causas en amarillo.
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Figura 16. Figuras representativas de imagenes microscopicas de casos con
miocardiopatias. Izquierda, miocardiopatia hipertréfica (Hematoxilina-Eosina, 20X); Centro,
miocardiopatia dilatada (Hematoxilina-Eosina, 20X); Derecha, miocardiopatia arritmogénica

(Tricromica de Masson, 10X).
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2 Autopsia molecular: Analisis genéticos

Para definir mejor la etiologia de la muerte natural en nuestra cohorte, y de esta
manera mejorar el diagnostico para poder definir qué miembros familiares deberian
realizarse una evaluacion clinica, se decidid realizar andlisis genéticos a aquellos
casos que potencialmente pudieran tener una miocardiopatia heredable, de autopsia

inexplicada y en los casos con isquemias microscopicas.

2.1 Anadlisis genético del subgrupo de miocardiopatias

La cohorte de miocardiopatias comprendié un total de 32 muestras (10 DCM, 19
HCM, 1 ARVC y 2 Miocardiopatias no clasificables), 28 hombres (87.5%) con una
media de edad de 37.69+11.26 afios. Esta cohorte se consideré6 macroscopica
negativa, ya que fueron necesarios los andlisis histol6gicos para acabar de determinar
las diferentes patologias. Todos los casos fueron analizados mediante secuenciacion
masiva para el panel de 55 genes. Los analisis genéticos detectaron un total de 62
variantes raras, siendo doce de estas (19.4%) noveles. Del total de variantes 12
(19.4%) fueron encontradas en genes codificantes para canales iGnicos o proteinas
asociadas y 50 (80.6%) en genes estructurales [Tabla 8]. De acuerdo al criterio
establecido para la clasificacion de las variantes 2 (3.2%) fueron consideradas VPB,

39 (62.9%) VSI, 13 (20.1%) VPP, y 8 (12.9%) VP [Figura 17].

En total se detectaron 25 casos (78.1%) portadores de al menos una variante
rara. También se encontré en todos estos casos variantes raras en genes codificantes
para proteinas estructurales. Sin embargo 11 casos fueron portadores de variantes en
genes codificantes para para canales idnicos o proteinas asociadas, 10 de estos casos
con variantes en ambos tipos de genes. En total acorde a la clasificacion de las
variantes se identificaron 15 casos (46.8%) portadores de VPP y/o VP (12 en HCM, 2

DCM y 1 Miocardiopatia no clasificable) [Figura 18].
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VPB
VSl
= VPP
mVP

Figura 17. Gréfica de los porcentajes de distribucion de las variantes encontradas en los

casos de miocardiopatias analizadas por secuenciacién masiva.
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Figura 18. Distribucion de los casos portadores de variantes seguin su tipo. Como se
observa en el grafico un 47% de casos fueron identificados con VPP o VP, mientras que a un
22% no se les encontrd variantes. Un 63% de los casos fueron portadores de VSI y un 6% de

VPB.
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2.2 Andlisis genético del subgrupo de muerte subita inexplicada

Se realizaron analisis genéticos a 119 muestras, 81 hombres (68%), con una
media de 28.29+17.4 afios y cuyo informe forense fue negativo tanto a nivel
macroscopico como a nivel histolégico. Se realizaron andlisis genéticos de
secuenciacién masiva a 95 muestras que cumplian los criterios de calidad necesarios,
mientras que las 24 muestras que no cumplian los estdndares de calidad y/o
integridad se analizaron, mediante el método Sanger, 7 genes asociados

principalmente a canalopatias.

La secuenciacion mediante el método Sanger identificé 5 (21%) casos positivos
con al menos una variante rara entre las 24 muestras analizadas. En cambio, el
analisis mediante secuenciacidbn masiva identificé 76 (80%) casos portadores de al
menos una variante rara entre las 95 muestras analizadas; 41 (43.2%) con variantes
en genes codificantes para canales idnicos o proteinas asociadas, y 64 (67.3%) con
variantes en genes codificantes para proteinas estructurales [Tabla 8]. En total se
identificaron 49 muestras (41.2%) portadoras de variantes VPP y/o VP [figura 19]. El
analisis genético identificé un total de 197 variantes raras, 6 detectadas por el método
Sanger y 191 por secuenciacion masiva. Treinta y seis (18.3%) fueron noveles. De las
detectadas por secuenciacion masiva 51 (26.7%) fueron en genes codificantes para
cales ionicos o proteinas asociadas y 140 (73.3%) en genes codificantes para
proteinas estructurales. Acorde a nuestro criterio el total de variantes secuenciadas
por las dos técnicas se clasificaron en 16 (8.1%) como VPB, 105 (53.3%) VSI, 60

(30.5%) VPP y 21 (10.7%) VP [figura 20].
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Figura 19 Distribucién de los casos portadores de variantes segun su tipo. Como se
observa en el grafico la secuenciacién masiva (SM) identifica un mayor niumero de portadores
(SM) para variantes raras. En total se identificaron un 41% de casos tuvieron VPP o VP. Un
44% de los casos tuvieron variantes de significado incierto mientras que un 10% Unicamente

presentaron variantes VPB.
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LAYAS]
= VPP
n VP

Figura 20. Grafica de los porcentajes de distribucion de las variantes encontradas en los

casos de muerte subita inexplicada analizadas por secuenciacion masiva y Sanger.
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Para un mejor andlisis de los resultados, estos se distribuyeron casos en 5

rangos de edad:

Cohorte de 0 a 1 afios (SIDS): ElI menor grupo de edad incluy6 un total de 18
muestras (6 hombres, 33.3%, y 12 mujeres, 66.7%). Se analizaron 8 muestras
por Sanger y 10 mediante secuenciaciébn masiva. En total se detectaron 9
muestras portadoras de al menos una variante genética rara (50%). De estas, 4
(22.2%) fueron portadoras de variantes raras en genes codificantes para
canales iénicos o proteinas asociadas y 6 (33.3%) en genes codificantes para
proteinas estructurales. En total se identificaron 5 muestras (17.9%) portadoras
de VPP. Los andlisis de secuenciacion genética mediante ambas tecnologias
detectaron un total de 21 variantes raras, 2 mediante Sanger y 19 mediante
secuenciacibn masiva. Del total de variantes 3 (14.3%) fueron noveles.
Finalmente el criterio de clasificacion para las variantes identific6 6 (28.6%)

VPB, 8 (38.1%) VSl y 7 (33.3%) VPP.

Cohorte de 1 a 10 afios: Este grupo de edad incluyé 10 muestras (8 hombres,
80%, y 2 mujeres, 20%). Se analizaron 3 muestras mediante el método Sanger
y 7 mediante secuenciacion masiva. En total se detectaron 7 muestras
portadoras de al menos una variante genética rara (70%). De estas, 4 (40%)
fueron portadoras de variantes raras en genes codificantes para canales
ibnicos o proteinas asociadas y 6 (60%) en genes codificantes para proteinas
estructurales. En total se identificaron 5 muestras (50%) que eran portadoras
de VPP y/o VP. Los andlisis de secuenciacion genética mediante ambas
tecnologias detectaron un total de 16 variantes raras, 1 mediante Sanger y 15
mediante secuenciacibn masiva. Del total de variantes 3 (18.8%) fueron
noveles. Finalmente el criterio de clasificacion para las variantes identifico, 6

(37.5%) VSI, 9 (56.3%) VPP y 1 (6.25%) VP.
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Cohorte de 11 a 20 afios: Este grupo de edad incluyé 7 muestras (5 hombres,
71% y 2 mujeres 28.6%). Dos muestras se secuenciaron mediante Sanger y 5
mediante secuenciacion masiva. Mediante Sanger no se pudo identificar
ninguna variante. El analisis mediante secuenciacion masiva identifico 4
muestras (80%) portadoras de al menos una variante rara, 3 (52.7%) fueron
portadoras de variantes en genes codificantes para canales i6nicos o proteinas
asociadas, y 4 (57.1%) en genes codificantes para proteinas estructurales. El
criterio de clasificacion identific6 2 muestras (28.6%) portadoras de variantes
VPP y/o VP. En total se identificaron 20 variantes raras, todas mediante
secuenciacibn masiva. De estas, 2 (20%) fueron noveles. Finalmente la
clasificacion para las 10 variantes genéticas identificé 4 (40%) como VSI, 4
(40%) VPP y 2 (20%) PV.

Cohorte de 21 a 30 afios: Este grupo incluyé 19 muestras (14 hombres, 73.7%
y 5 mujeres, 26.3%). Todas fueron analizadas mediante secuenciaciébn masiva.
El andlisis genético detecto 16 muestras (84.2%) portadoras de variantes raras,
12 (63.2%) en genes codificantes para canales ionicos o proteinas asociadas,
y 15 (79%) en genes codificantes para proteinas estructurales. El criterio de
clasificacion identific6 9 muestras (47.4%) portadoras de VPP y/o VP. En total
se identificaron 42 variantes raras, 2 detectadas por Sanger y 40 por
secuenciacion masiva. De estas, 10 (23.8%) fueron noveles. Finalmente la
clasificacion de las variantes identifico 29 (69.1%) como VSI, 10 (23.8%) VPP,
y 3 (7.1%) VP.

Cohorte de 31 a 40 afios: Este grupo incluyé un total de 29 muestras (20
hombres, 69% y 9 mujeres, 31%). Se secuenciaron 3 muestras mediante
Sanger y 26 mediante secuenciacion masiva. Mediante Sanger se identificd 2
(66.7%) de muestras portadoras de variantes raras. Mediante secuenciacion
masiva se identificaron 18 muestras (62.1%) portadoras de variantes raras, 6

(33.3%) en genes codificantes para canales iénicos o proteinas asociadas, y 16
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(55.2%) en genes codificantes para proteinas estructurales. El criterio de
clasificacion identifico un total de 13 (44.8%) de muestras portadoras de VPP
y/o VP. El andlisis genético por ambos métodos identificé un total de 44
variantes raras, 2 (4.5%) detectadas por Sanger y 42 por secuenciacion
masiva. De estas, 7 (16%) fueron noveles. Finalmente el criterio de
clasificacion identificé 5 (11.4%) VPB, 22 (50%) VSI, 11 (25%) VPP y 6 (13.6%)
VP.

Cohorte de 41 a 50 afios: El ultimo grupo de edad incluyé 36 muestras (28
hombres, 77.8% y 8 mujeres 22.2%). Un total de 8 muestras se analizaron
mediante Sanger mientras que 28 pudieron ser analizadas mediante
secuenciacion masiva. El andlisis mediante Sanger identifico 1 (12.5%)
portadora de una variante rara. El analisis mediante secuenciacién masiva
identific6 24 (85.7%) portadoras de variantes raras, 14 (50%) en genes
codificantes para canales i6nicos o proteinas asociadas, y 20 (71.4%) en genes
codificantes para proteinas estructurales. El analisis genético realizado con
ambas tecnologias identificé un total de 64 variantes raras, 1 (1.6%) detectada
por Sanger y 63 (98.4%) por secuenciacibn masiva. De estas, 13 (20.3%)
fueron noveles. Finalmente el criterio de clasificacion identificé 5 (7.8) VPB, 33

(51.6%) VSI, 17 (26.6%) VPP, y 9 (14.1%) VP.
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Discusion

1 Caracterizacion de la poblacion

En el presente estudio se ha analizado de manera prospectiva una gran cohorte
de muerte natural evaluando su etiologia, asi como el valor de la genética para la
identificacion de la causa de la muerte. Gracias a la colaboracién del Instituto de
Medicina Legal de Catalufia junto al Centro de Genética Cardiovascular de Girona
perteneciente al Institut d’nvestigacio Biomedica de Girona (IDIBGI) y Universitat de
Girona (UdG) se ha logrado recopilar y analizar la informacién de una gran cohorte de
casos de muerte sUbita de la region de Barcelona entre los afios 2012 y 2015. En total
este estudio se ha analizado un total de 789 casos menores de 50 afios que murieron
de manera subita. La media de edad respecto a las victimas (39.3 afios) y el género
(77.2% hombres), con un incremento progresivo de la prevalencia de la muerte con la

edad, y una predominancia del género masculino en todos los rangos de edad ",%.

La principal causa de muerte fue la debida a la enfermedad cardiaca (81.1%),
similar a otras cohortes. En un 56.9% de los casos la causa de la muerte fue
identificada como enfermedad coronaria, incluyendo en este grupo tanto infartos
evidentes de miocardio hasta casos con estenosis coronaria severa, debido a que
inducen arritmias producidas por isquemias "*. Estos porcentajes no son mucho mas
diferentes de los encontrados en otros estudios, los cuales atribuyen un 40% de las
muertes totales a enfermedades isquémicas del corazén . También en otros estudios
relacionados con la MSC se ha reportado que hasta un 80% de estas muertes son
debidas a la enfermedad coronaria. Las diferencias entre porcentajes pueden ser
debidas a la inclusion Unicamente de casos menores a 50 afios de edad en nuestra
cohorte. La prevalencia de la enfermedad coronaria es proporcional a la edad, siendo
una de las principales causas de muerte en personas mayores de 40 afios. En 2015,
Vassalini et al, encontraron presencia de alteraciones isquémicas en el 18.5% de

casos cardiacos estudiados de una cohorte de pacientes menor a 40 afios de edad,
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mientras que otros estudios relacionados con la incidencia de la enfermedad coronaria
asociada a la MSC presentan porcentajes que con un rango entre el 48 y el 73% ¢,"".
Estas discrepancias pueden ser explicadas tanto por los criterios diagndsticos como

por el rango de edad incluido en estos estudios.

En cuanto a la situacion de la muerte, la mayoria de casos de muerte subita
ocurrieron en poblacion mayor a 40 afios de edad, durante la actividad diaria y
situaciones de estrés y ejercicio. En la poblacion joven en cambio hay mas casos de
muerte subita debida a miocardiopatia durante una situacion de estrés o ejercicio.
Estos resultados estan en concordancia con otras cohortes publicadas y datos
conocidos que demuestran que el ejercicio es un factor de riesgo para la muerte subita

cardiaca.

La autopsia macroscépica fue capaz de definir la causa de la muerte en la mayor
parte de los casos mayores a 30 afios. En cambio, en los casos menores de 30, hubo
una mayor presencia de casos con autopsia macroscopica negativa. Después del
analisis histologico de estos casos, se encontré que adicionalmente un 17% de estos
casos eran debidos a causas cardiacas, tanto miocardiopatias como causas
coronarias, incrementando a un 46% el total de casos cuya muerte fue debida a
causas cardiacas, con un porcentaje total de enfermedad coronaria del 28.5%. En la
poblacion joven la principal causa de muerte fue debida a miocardiopatias, y en la
menor de 10 afios de edad fueron las causas congénitas, siendo estos datos similares
a publicaciones previas °,”’. Por otro lado finalmente cerca del 19% de los casos
permanecieron inexplicados, resultado también en concordancia con el estudio
realizado por Vassalini et al. 2015 "8, Otros estudios sefialan porcentajes con rangos
que abarcan del 5% al 40% de los casos. Estas diferencias entre los porcentajes
pueden ser debidas tanto a la cohorte seleccionada como a las diferencias entre los

protocolos forenses utilizados.
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En 2015, la Sociedad de Medicina Legal Suiza cre6 un grupo de trabajo formado
por clinicos, genetistas moleculares y cardidlogos, con la esperanza de homogeneizar
los aproximamientos relacionados con las investigaciones en el area de la MSC. Los
principales puntos de recomendacion fueron (1.) establecer un procedimiento forense
para todos los casos de victimas de MSC (una autopsia molecular o test genético post
mortem), (2.) la recoleccion y el almacenamiento de muestras adecuadas para el
analisis genético, (3.) la comunicacién con las familias y (4.) un aproximamiento
multidisciplinar que incluya el consejo genético . Sin embargo, a pesar de estas
recomendaciones y la disponibilidad actual de la tecnologia de secuenciacién genética
masiva, estos andlisis todavia no se realizan de manera rutinaria como parte de la
autopsia. Esté bien establecido que estos test genéticos pueden ayudar a identificar la
causa de la muerte en un gran nimero de casos inconclusos, ademas de ayudar a los
clinicos a identificar los defectos genéticos que pueden estar también presentes en los
familiares en riesgo. De manera similar, de acuerdo con las actuales guias clinicas
cardiolégicas ®°, el uso de una autopsia molecular deberia al menos ser considerada
en eventos de muerte subita cardiaca inexplicada con sospecha de una enfermedad
hereditaria. AlUn no estd claro cuando sospechar de una enfermedad cardiaca
hereditaria, ya que a menudo en la mayoria de los casos la muerte es la primera
manifestacion clinica en las familias. Asi mismo, segin las mismas guias clinicas la
identificacion de una variante patogénica asociada a SQTL o a TVCP es criterio
diagnéstico de la enfermedad. Teniendo en cuenta estos datos, el uso de la autopsia
molecular deberia ser obligatorio con el fin de intentar proporcionar un diagndstico que
beneficiaria a la identificacién de los familiares en riesgo. Por lo tanto, el principal
objetivo de este estudio ha sido evaluar si gracias a la autopsia molecular se pueden

incrementar el nimero de identificaciones de las potenciales etiologias de muerte.
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2 Estudio genético

Se ha realizado una investigacion genética en todos los casos clasificados como
miocardiopatias microscopicas asi como en los casos cuya autopsia macroscoépica y
microscOpica fueron negativas y que por lo tanto se clasificaron como casos
inexplicados. Todas las muestras que cumplian los criterios de calidad e integridad del
ADN se analizaron por nuestro panel de secuenciacibn masiva, mientras que aquellas
con peor calidad se analizaron mediante Sanger para un niamero limitado de genes.
Treinta y dos muestras reclasificadas como miocardiopatias después de los analisis
histologicos fueron analizadas por secuenciacion masiva, donde 19 de estas
mostraron alteraciones debidas a MCH. Estos resultados estdn en concordancia con
otros estudios que sefialan que la MCH es la miocardiopatia que tiene una mayor
prevalencia en contexto de la muerte subita cardiaca. Los analisis genéticos para el
total de muestras analizadas mostraron que practicamente un 40% de los casos eran
portadores de al menos una variante clasificada como VPP o VP, siendo la mayor

parte de las variantes restantes clasificadas como VSI.

También se analizaron 119 clasificadas como inexplicadas. Los analisis
genéticos identificaron un total de 41.2% de casos portadores de al menos una
variante clasificada como VPP o VP, mientras que gran parte del resto de variantes
encontradas fueron clasificadas como VSI. Sin embargo estos porcentajes difieren
segun el tipo de estudio y el nimero de genes que se analizan. Entre diferentes
estudios post mortem donde Unicamente se analizan los principales genes asociados a
la muerte subita, las frecuencias difieren entre el 11 y el 26% %°,7* 8! # En la presente
cohorte de 119 casos inexplicados se ha identificado que alrededor de un 40% eran
portadores de alguna variante potencialmente patogénica. Concretamente en el
conjunto de los casos menores de 31 afos, el porcentaje alcanza el 40.4%. La

literatura cientifica actual ha establecido que entre un 10% y un 25% de los casos de
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MSI adultos, y hasta un tercio de los casos infantiles y juveniles, pueden ser debidos a
canalopatias cardiacas %,%4,°". Estos estudios principalmente se centran en analizar
los principales genes asociados a canalopatias. Por otra parte nuestro estudio
genético presenta un porcentaje mas elevado ya que es debido a la inclusién de genes
asociados tanto a canalopatias como a miocardiopatias, ya que recientemente se han
empezado a asociar alteraciones en este tipo de genes a patologias arritmicas en
corazones sin ninguna alteracién estructural remarcable 88 En concordancia con
nuestros resultados, estudios post mortem recientes han identificado porcentajes que
varian entre el 30% y el 40% de muestras portadoras de variantes potencialmente
patogénicas 2’28 % . De las 119 muestras analizadas, se identificaron 21 variantes
en 16 casos (13.4%). De estas, 5 variantes estaban asociadas a SQTL, y 2 a SBr. Las
guias clinicas recientes recomiendan el uso de los test genéticos post mortem en
casos cuya evidencia clinica sugiere que pueden ser debidas a SQTL o TVPC * %,
Por lo tanto en concordancia con las directrices marcadas por las guias, en estos
casos se pudo llegar a encontrar la posible causa de la muerte. Adicionalmente,
también se encontraron 51 VPP en un total de 38 casos (31.9%). Mientras que la
patogenicidad de estas variantes no se puede determinar completamente, no las
exime de su potencial patogénico que pueda estar asociado a una enfermedad
hereditaria, por lo tanto es esencial estudiar a los miembros familiares de estos casos
para investigar la segregacién de estas variantes. En una publicacion reciente de
Bagnall et al, se realizé analisis de secuenciaciébn masiva en una cohorte post mortem
de 490 muestras de muerte subita con una edad comprendida entre los 1 y los 35
afios de edad "*. Identificaron aproximadamente un 35% de variantes clasificadas
como VSl,de las cuales gracias a la segregacion familiar pudieron clarificar su rol en
un 15% de los casos, concluyendo de esta manera que la autopsia combinada con los

analisis genéticos en los familiares es la mejor manera de identificar la causa de la

muerte en aquellos que murieron de manera subita.
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3 Solapamiento entre genes y autopsia

En nuestro estudio hemos identificado muestras tanto de miocardiopatias que
son portadoras de variantes raras genes codificantes para canales ibnicos y otras
proteinas asociadas. También, de una misma manera se encontraron variantes raras
en genes codificantes para proteinas estructurales en muestras cuya autopsia fue
negativa. Debido a que la tecnologia de secuenciacion masiva permite que se puedan
secuenciar un gran numero de genes a bajo coste por una parte se puede mejorar el
diagnéstico, pero por otra parte se aumenta el nimero de variantes raras que se
pueden encontrar. En este estudio se analizaron 40 genes principalmente asociados a
miocardiopatias, que corresponden a mas del doble de genes que los asociados
principalmente a canalopatias dentro de nuestro panel. Otro aspecto que aumenta la
probabilidad de encontrar variantes raras es el gran tamafio de algunos genes
estructurales, como llega a ser el caso de la TTN. Algunos estudios han reportado
posibles mecanismos fisiopatolégicos que engloban ambos tipos de genes. Por
ejemplo, el gen PKP2 (codificante de la plakophilin-2), esta asociado mayoritariamente
a MAV y se ha reportado su carécter potencialmente patogénico en el SBr % %, Pero
pese a esto aun hay pocos estudios que determinen este tipo de implicaciones y por lo
tanto aun se requiere estudiar cohortes mayores para poder llegar a clarificar su
interaccion e implicacion entre las diferentes enfermedades °'. Por otro lado también
se han detectado alteraciones en el gen SCN5A (codificante para el canal de sodio
cardiaco y principalmente asociado a SBr) entre el 1% y el 2% de los casos de MCD
92 e asi como en algunos casos de MAV *. Por lo tanto de acuerdo con estos estudios
y otros similares recientes, se puede sugerir que las arritmias malig°nas pueden
aparecer en un estado previo al desarrollo de una alteracién estructural. Sin embargo,
se requieren mas estudios en cohortes mayores para poder probar o refutar esta

hipétesis.
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Discusion

4 Limitaciones

Debido a la presencia de la gran cantidad de variantes raras identificadas, mas
de una en casi el 50% de los casos, se hace dificil interpretar su significado y por lo
tanto gran parte de estas variantes se las considera de significado incierto.
Actualmente las guias genéticas tienen establecido en un MAF de un 1% el limite
entre una variante rara y una comuan, pero aun esta en discusion si este umbral se
deberia de bajar a un 0.5% en enfermedades mendelianas. Para poder aclarar la
patogenicidad de gran parte de estas variantes se necesitan estudios familiares que
permitan realizar una segregacion genética y clinica. Este tipo de estudios son
cruciales para poder clarificar el papel de este tipo de variantes identificadas para cada
caso y familia. También, los estudios funcionales pueden ayudar a elucidad el rol
patogénico de algunas variantes como las que provocan disfunciones en los diferentes
canales iénicos, pero por otra parte las evidencias in vitro no siempre se trasladan al
fenotipo clinico, ya que este sucede en un ambiente biol6gico complejo como es el
sistema cardiovascular humano. Finalmente tanto el tamafio de la cohorte como el del
panel de genes utilizado es una limitacion, tanto a la hora de establecer unos mejores
porcentajes como el que exista la posibilidad de estudiar otros genes que no han sido
incluidos en nuestro panel en los diferentes casos que han resultado negativos.
También creemos que es importante la rapidez con la que se pueda disponer de los
informes genéticos, por lo que en los casos menores de 30 afios creemos que tanto
los estudios genéticos como los histologicos pueden resolverse de manera paralela,
para asi poder disponer de un informe final completo con la mayor brevedad posible.
En base a los resultados de este estudio se propone una simple guia en forma de
diagrama de flujo como protocolo forense para el estudio genético de la muerte subita

cardiaca.
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Figura 21. Diagrama de flujo propuesto para protocolos forenses sobre el estudio genético de la muerte subita cardiaca. El diagrama se propone en

base al estudio analizado y los resultados obtenidos. En casos menores de 30 afios si se sospecha de una muerte subita inexplicada o de una

miocardiopatia se deberian realizar estudios genéticos mientras se espera el informe histoldgico. En casos mayores de 30 afios, siempre se ha de esperar el

informe histoldgico debido a la alta incidencia de casos coronarios a partir de ese rango de edad.
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Conclusiones

1. Los resultados de este estudio de muerte natural en menores de 50 afios
mostraron que las causas cardiacas son la principal causa de muerte subita. La
causa mas importante en los individuos mayores de 40 afios es la debida a la
enfermedad coronaria, en cambio en los menores de 30 afios las causas
cardiacas corresponden a miocardiopatias u otras alteraciones estructurales
del corazon. La autopsia forense completa puede determinar las causas de la
muerte de una gran parte de los casos, pero aun asi un 20% de los casos

quedan sin resolver.

2. La autopsia molecular mediante el uso de secuenciacion masiva puede ayudar
a identificar la causa de la muerte en los casos con una autopsia no conclusiva.
En este estudio se ha identificado un 35% de variantes posiblemente
patogénicas y cerca de un 15% de variantes patogénicas que podrian explicar
la causa de la muerte. Los analisis genéticos deben ser realizados también
cuando exista sospecha de una enfermedad cardiaca hereditaria después de

los andlisis macroscoépicos o histolégicos correspondientes.

3. En este estudio demostramos que es importante excluir la causa coronaria en
los individuos mayores de 30 afios mediante histologia, antes de proceder a la
autopsia molecular, ya que en estos rangos de edad es la causa mas comun
de muerte. Sin embargo los datos sugieren que en los menores de 30 afios
pese a que deba realizarse también el analisis histolégico para identificar
posibles alteraciones cardiacas, se puede proceder directamente al analisis
genético, ya que incluso cuando la histologia encuentra alteraciones la
genética puede ser un buen complemento para identificar la causa de estas.
Por lo que se ha propuesto una simple recomendacion a modo de guia forense

para el estudio de estos de los casos de muerte subita.
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Tabla 6. Tabla de las variantes genéticas identificadas en los 81 casos positivos de la cohorte de 119 casos de muerte subita inexplicada.

ID

Rango Procesamiento Edad Autopsia Gen Nucleétido Variante dbSNP MAF (%) EXAC % HGMD VP/VPPIVSIIVPB Enfermedad PPH2 Provean Mut. Taster
0-10 1 SANGER im SIDS SCN5A €.5054A>T p.1685E>D BM1492175 VPP Sudden Cardiac Death Damaging Deleterious  Disease causing
0-10 1 SCN5A €.5055G>T p.1685E>V CM1413453 VPP Sudden Cardiac Death Damaging Deleterious  Disease causing
0-10 2 SM 3d SIDS TTN €.74377C>G p.24793P>A rs56137800 0.2859 VSI Damaging Deleterious ~ Disease causing
0-10 2 TTN €.11446G>A p.3816V>| s72648929 0.2733 VSI Damaging Neutral Disease causing
0-10 3 SM 13d SIDS DSP ¢.5598G>C p.1866Q>H 0.0008238 VPB Benign Neutral Polymorphism
0-10 3 TTN C.74195G>A p.24732R>H rs55850344 0.0608/0.0528/0.0583 0.03066 - VPB - Benign Neutral Polymorphism
0-10 4 SM im SIDS SCN5A ¢.5848G>T p.1950V>L rs41315493 0.0596/0.457/0.191 0.005412 CM024652 VPP Brs Benign Neutral Polymorphism
0-10 4 DSG2 c.1003A>G p.335T>A rs191564916 0.061/0.0/0.0419 0.05558 CM098196 VPP ARVC Damaging Neutral Polymorphism
0-10 5 SM 41d SIDS MYH6 €.595G>A p.199A>T s535526291 VPP Damaging Deleterious  Disease causing
0-10 5 TTN c.16752C>G p.55841>M rs563320328 0.001668 VPB Benign Neutral Polymorphism
0-10 6 SM 2m SIDS CACNA1C €.5809C>T p.1937R>C 185788586 0.1437/0.1257/0.1379 0.7488 CM1413436 VPP Sudden Cardiac Death Benign Neutral Disease causing
0-10 7 SM 2m SIDS SCN5A c.1844G>A p.615G>E rs12720452 0.0595/0.0/0.0399 0.023 CM022061 VPP LQTS drug-associated Damaging Neutral Polymorphism
0-10 8 SM 3m SIDS TTN €.81017G>A p.27006R>H rs111727915 0.0239/0.1711/0.0722 0.04143 VsI Damaging Deleterious Disease causing
0-10 8 TTN €.70109G>C p.23370W>S 186681106 0.0244/0.3203/0.1171 0.05575 VSl Damaging  Deleterious  Disease causing
0-10 8 TTN €.64675G>A p.21559E>K rs149763294 0.0243/0.1318/0.0582 0.03929 VsI Damaging Deleterious Disease causing
0-10 8 TTN €.28025C>A p.9342P>Q rs200459347 0.0243/0.1326/0.0583 0.04174 VsI Benign Deleterious Polymorphism
0-10 8 TTN €.18047C>A p.6016S>Y rs187925021 0.0245/0.1609/0.0672 0.449 VsI Benign Deleterious Polymorphism
0-10 8 TTN €.17936G>A p.5979R>H rs138853909 0.0362/0.155/0.074 0.05243 VPB Benign Neutral Polymorphism
0-10 8 TTN €.17600T>C p.5867M>T rs374408615 0.012/0.0/0.0081 0.00161 VPB Benign Neutral Polymorphism
0-10 9 SM 1 SIDS DMD C.4529A>G p.1510K>R rs72468638 0.0297/0.0/0.0189 0.5399 VPB Damaging Neutral Polymorphism
0-10 9 PRKAG2 €.1107-5C>T - - - - - VSI - — — —

010 | 10 SM 14m Unexplained JuP €.283G>C p.95G>R Vsl Benign Neutral Polymorphism
0-10 1 SM 16m Unexplained FBN1 c.8176C>T p.2726R>W rs61746008 0.1047/0.1137/0.1078 0.07331 CM950453 VPP Marfan Syndrome Benign Deleterious  Disease causing
0-10 1 TNNC1 c.304C>A p.102R>S VsSI Benign Deleterious Disease causing




0-10 1 GPDI1L ¢.520G>A p.174E>K s112122950 0.1279/0.0227/0.0923 0.01483 VSI Benign Neutral Disease causing
0-10 1 TTN €.44832C>G p.14944N>K rs199615557 0.01279/0/0.0333 0.03031 Vsl Benign Deleterious Disease causing
0-10 12 SM 18m Unexplained  CACNA1C €.6062G>A p.2021R>Q rs112414325 0.2183/0.0518/0.1652 0.3594 CM1413437 VPP Sudden Cardiac Death Bening Neutral Disease causing
0-10 12 DsP c.916G>A p.306A>T rs368193211 0.0116/0.0/0.0077 0.004944 CM1413441 VPP Sudden Cardiac Death Damaging Neutral Disease causing
0-10 13 SM 3 Unexplained DsP c.314G>A p.105R>Q 0.004118 CM1413443 VPP Sudden cardiac Death Damaging Neutral Disease causing
0-10 13 DsP C.946A>G p.316M>V rs201672777 0.0116/0/0.0077 0.002484 CM1413442 VPP Sudden cardiac Death Damaging Deleterious Disease causing
o10 |13 CACNB2 €.47_49delCGG p.A16fs VPP Disease causing
0-10 13 DMD C.7183G>A p.2395A>T 72466590 0.2229/0/0.142 0.07408 CM072994 VP Muscular dystrophy Benign Neutral Polymorphism
0-10 13 FBN1 €.1175C>G p.392P>R rs534127494 0.003345 CM1413444 VPP Sudden Cardiac Death Damaging Deleterious  Disease causing
0-10 14 SM 3 SUDEP TTN €.89494C>A p.29832P>T rs373876117 0.0122/0.0/0.0084 0.01195 Vsl Damaging Deleterious  Disease causing
0-10 14 TTN ¢.5577G>T p.1859R>S 0.003295 BM1437281 VPP Sudden Cardiac Death Damaging Deleterious Polymorphism
0-10 15 SM 3 Unexplained TTN c.77076A>C p.25693E>D 0.002485 VsSI Benign Neutral Disease causing
0-10 16 SANGER 10 Unexplained KCNH2 €.2674C>T p.892R>C rs201627778 0.0116/0.0227/0.0154 0.04794 CM1413446 VPP Sudden Cardiac Death Damaging Deleterious  Disease causing
11-20 | 17 SM 14 Unexplained DSscC2 €.1789G>T p.597V>F rs143040393 0.0116/0.2497/0.0923 0.01818 CM1413440 VPP Sudden Cardiac Death Benign Deleterious Polymorphism
11-20 | 17 CACNA1C €.5809C>T p.1937R>C rs185788586 0.1437/0.1257/0.1379 0.7488 CM1413436 VPP Sudden Cardiac Death Damaging Neutral Disease causing
11-20 | 17 ANK2 €.7148C>T p.2383P>L rs35960628 0/0.0908/0.0308 0.01237 CM1413435 VPP Sudden Cardiac Death Benign Neutral Polymorphism
11-20 | 17 TGFB3 €.755-5T>C Vsl
11-20 | 17 DMD C.4328A>G p.1443Q>R 0.001150 CM1413439 VPP Sudden Cardiac Death Damaging Neutral Disease causing
11--20 | 18 SM 19 Unexplained TTN C.27470A>G p.9157Y>S vsi Benign Neutral Polymorphism
11-20 | 19 SM 20 Unexplained ANK2 C.4373A>G p.1458E>G rs72544141 0.0233/0/0.0154 0.04222 CM030186 VP LQTS Damaging Deleterious Disease causing
11-20 | 19 TNNT2 c.832C>T p.278R>C rs121964857 0.0582/0.0227/0.461 0.04291 CM951222 DM HCM Damaging Neutral Disease causing
11-20 | 19 TTN €.64001T>C p.213341>T rs55837610 0.3873/0.026/0.2725 0.2155 VsI Benign Deleterious Polymorphism
11-20 | 20 SM 20 Unexplained  CACNA1C c.5086G>A p.1696A>T rs370432385 0.0119/0.0/0.008 0.008678 VSl Benign Neutral Disease causing
2130 | 2L SM 21 SUDEP FBN1 €.5443G>A p.1815G>S 0.001649 VSl Damaging Neutral Disease causing
2130 | 2L HCN4 €.2452G>A p.818G>S Vsl Damaging Neutral Disease causing
2130 | 22 SM 22 Unexplained VCL c.510C>T p.197T>| rs189242810 0.0349/0.0/0.0231 0.02307 VSl Benign Neutral Disease causing
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23 SM 22 Unexplained MYH6 €.3428G>A p.1143R>Q rs543585784 0.0111 VSI Damaging Neutral Disease causing
23 TPM1 c.451G>A p.151A>T Vsl Damaging Neutral Disease causing
23 TTN C.74315T>A p.247721>K rs371592971 0.0122/0.0/0.0084 0.002485 VSI Damaging Neutral Disease causing
24 SM 23 Unexplained TTN €.98971G>C p.32991E>Q s199632397 0.0245/0.0275/0.0254 0.04170 VSI Damaging Neutral Polymorphism
24 TTN ¢.5993G>A p.1998R>H rs144135510 0.1163/0/0.0769 0.1756 Vsl Damaging Deleterious Disease causing
24 TTN C.74366C>G p.24789T>R 0.002486 Vsl Damaging Deleterious Disease causing
25 SM 23 Unexplained KCNQ1 €.1343C>G p.448P>R rs12720449 0.0116/0.0/0.0077 0.7614 CM002332 VPP LQTS Benign Neutral Polymorphism
25 TTN c.87857G>C p.29286W>S VPP Damaging Deleterious ~ Disease causing
25 TTN C.74842T>A p.24948W>R 0.0008286 Vsl Damaging Deleterious  Disease causing
26 SM 23 SUDEP JupP ¢.526C>T p.176R>W rs368336007 0.0116/0.0/0.0077 0.006811 Vsl Damaging Deleterious  Disease causing
26 KCNH2 c.1810G>A p.604G>S rs199473522 CM990760 VP LQTS Damaging Deleterious  Disease causing
27 SM 24 Unexplained RYR2 €.2047G>A p.683E>K VPP Damaging Neutral Disease causing
27 TN €.29295T>A p.Y9766stop VPP - Deleterious  Disease causing
28 SM 24 Unexplained SCN5A €.393-5C>A rs368678204 0.0118/0.0/0.0078 0.01297 CS097852 VPP LQTS - -

28 FBN1 €.698G>A p.233R>H rs770140872 0.002477 VSl Damaging  Deleterious  Disease causing
28 TN €.2776-4C>A 0.0008331 VPP

29 SM 24 Unexplained KCNH2 €.1757T>C p.586L>P VPP Damaging  Deleterious  Disease causing
29 TNNC1 c.337G>A p.113D>N rs369639550 0./00227/0.0077 VSI Damaging Neutral Disease causing
29 TTN €.79708C>A p.26570P>T s72648227 0.0121/0/0.0083 0.1093 VsI Damaging Deleterious Disease causing
29 TTN €.39487C>T p.13163R>C rs72677231 0.2887/0.517/0.2136 0.2249 VSI Damaging Deleterious ~ Disease causing
29 TTN €.8884G>A p.2962A>T rs376039623 0.0243/0.0/0.0167 0.0008986 VSI Damaging Deleterious ~ Disease causing
30 SM 24 Unexplained RYR2 €.1392C>A p.464H>Q Vsl Benign Neutral Disease causing
30 DSG2 c.1912G>A p.638G>R rs201564919 0.0242/0/0.0165 0.01244 CM109865 DM ARVC Damaging Deleterious ~ Disease causing
30 TTN €.84472C>T p.28158P>S rs72648247 0.2305/0.0524/0.1742 0.2484 VsSI Damaging Deleterious Disease causing
30 TTN €.29781_29783dupAGA p.E9928dup rs368327166 VPP - - Disease causing
31 SM 24 Unexplained PKP2 ¢.1592T>G p.531I1>S rs147240502 0.4884/0.0/0.3229 0.4722 CM102861 VPP ARVC Damaging Deleterious Disease causing
31 HCN4 €.3082C>G p.1028P>A Vsl Benign Neutral Polymorphism
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21-30 TTN c.85866T>A p.28623N>K 0.004143 VSI Damaging Deleterious  Disease causing
2130 | 3t TTN €.79896G>C p.26633M>1 0.02733 Vsl Damaging Neutral Disease causing
21-30 | 31 TTN €.43823G>C p.14608G>A 0.02735 Vsl Damaging  Deleterious  Disease causing
21-30 32 SM 27 Unexplained SCN4B c.613T>C p.205S>P VPP Damaging Deleterious Disease causing
21-30 | 33 SM 29 Unexplained HCN4 €.2938G>A p.980G>R 0.003473 VSI Damaging Neutral Polymorphism
21-30 33 ANK2 €.2938G>A p.2948A>Q rs138438183 0.0349/0.0227/0.0308 0.01898 Vsl Benign Neutral Polymorphism
21-30 | 33 TTN €.68678T>C p.22893I>T 0.0008334 Vsl Damaging Neutral Disease causing
21-30 | 34 SM 30 Unexplained VCL €.829C>A p.277L>M rs71579353 0.0116/0.0/0.0077 0.004126 CM062022 VP HCM Benign Neutral Disease causing
21-30 | 34 TTN €.31720C>T p.10574P>S rs200992277 Vsl Benign Deleterious Polymorphism
21-30 | 35 SM 30 Unexplained ANK2 c.4912A>G p.1638N>D VSI Benign Neutral Polymorphism
21-30 | 35 TTN €.88582G>A p.29528A>T rs376039623 0.0243/0.0/0.0167 0.006650 VSI Benign Neutral Disease causing
21-30 | 36 SM 30 Unexplained CASQ2 €.730C>T p.244H>Y s142036299 0.02327 VSI Damaging Deleterious  Disease causing
3140 | 37 SM 33 Unexplained DES C.935A>C p.312D>A rs148947510 0.0/0.2951/0.1 0.03891 CM137784 VPP Cardiomiopathy Damaging Deleterious  Disease causing
31-40 | 38 SM 33 Unexplained MYH7 C.4879A>T p.1627I1>F VSI Benign Neutral Disease causing
31-40 | 38 TTN €.89786T>C p.299291>T rs55660660 0.0119/0.5682/0.1932 0.09549 VSI Damaging Deleterious  Disease causing
3140 | 38 TTN €.81004A>G p.270021>V rs139506970 0.0119/0.636/0.2166 0.07539 VsI Benign Neutral Disease causing
3140 | 38 TTN €.76036A>G p.19020G>R rs181717727 0.024/0.6021/0.211 0.08071 VsI Damaging Deleterious Polymorphism
3140 | 38 TTN ¢.57058G>A p.922R>H rs56046320 0.0116/0.9305/0.3229 0.09066 VsI Benign Neutral Disease causing
3140 | 38 TTN C.2765G>A p.25346T>A rs188370772 0.0121/0.6282/0.2053 0.07464 VsI Benign Deleterious Polymorphism
3140 | 39 SM 33 Unexplained PKP2 €.1872G>T p.624E>D rs370219248 0.0/0.0227/0.0077 0.006593 VsI Benign Neutral Polymorphism
3140 | 39 ANK2 c.8768A>G p.2923Q>R rs551454026 0.09067 VsI Benign Neutral Polymorphism
31-40 39 TTN €.30515_17delAAG p.E10172fs rs397517549 - - - VPP - - - Disease causing
31-40 40 SM 34 Unexplained RYR2 €.8145G>T p.2715E>D rs200420897 0.0126/0.0283/0.0175 VsSI Damaging Deleterious Disease causing
31-40 40 TTN €.93961G>A p.33889V>| rs34924609 0.6481/0.1623/0.4969 0.3311 VsSI Benign Neutral Disease causing
31-40 41 SM 34 Unexplained TTN c.47109T>G p.15703F>L rs370583314 0.0124/0.0/0.0086 0.004479 VsSI Benign Deleterious Polymorphism
3140 | 41 TN €.52341A>C p.17447E>D  rs575796706 0.001662 Vsl Benign Neutral Disease causing
31-40 41 TTN C.45509A>T p.15170D>V 0.004973 VsSI Damaging Deleterious Disease causing
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JUP c.1717G>T p.573D>Y VPP Damaging Deleterious ~ Disease causing
42 SM 34 Unexplained DSP €.4372C>G p.1458R>G rs28763965 0.2093/0.0908/0.1692 0.1737 CM113816 VPP ARVC Damaging Neutral Polymorphism
42 CACNB2 c.1180G>A p.394V>| rs149793143 0.0/0.0227/0.0077 0.001649 CM127056 VP Brs Damaging Neutral Disease causing
42 SCN5A €.6007T>C p.2004F>L rs41311117 0.3107/0.0497/0.2259 0.2018 CM086913 VPP Brs Damaging Neutral Polymorphism
43 SM 35 Unexplained MYBPC3 €.3569G>T p.1190R>L rs117354682 0.0/0.0254/0.0082 0.005870 VSI Damaging Deleterious  Disease causing
43 MYBPC3 €.961G>A p.321V>M rs200119454 0.0471/0.0232/0.039 0.04625 CM115891 VP DCM Damaging Neutral Disease causing
44 SANGER 36 Unexplained SCN5A ¢.3530C>G p.1177P>R VPP Damaging Deleterious  Disease causing
45 SM 36 Unexplained KCNJ2 €.1229A>G p.410N>S rs141069645 0.0233/0.0454/0.0308 0.03722 CM1313311 VP LQTS Benign Neutral Disease causing
46 SM 36 Unexplained PKP2 C.611G>A p.204R>H rs755215178 0.007414 VPB Benign Neutral Polymorphism
46 FBN1 c.83A>G p.28N>S s193922245 0.00659 VPB Benign Neutral Polymorphism
47 SM 37 Unexplained SCN5A c.4G>A p.2A>T s199473042 0.002537 CM104269 VP Brs Damaging Neutral Disease causing
47 SCN5A €.1855C>T p.619L>F rs199473133 0.0238/0.0/0.016 0.003699 CMO030952 VP LQTS Damaging Neutral Disease causing
48 SM 37 Unexplained JPH2 €.1625G>A p.542R>H s369279135 0.0/0.0304/0.0096 0.005589 VPB Benign Neutral Polymorphism
49 SM 38 Unexplained PRKAG2 €.298G>A p.100G>S 1s79474211 0.0814/0.0908/0.0846 0.8132 CM136115 VP PRKAG?2 cardiac syndrome Damaging Neutral Disease causing
49 ACTN2 €.1975-6C>G 15201255023 0.1120 vsi
49 TTN €.77702C>G p.25901S>C rs202040332 0.7558/0.227/0.5767 0.1666 VsI Damaging Deleterious Disease causing
49 FBN1 €.6987C>G p.2329D>E rs363831 0.0/0.1137/0.0385 0.06105 VsI Neutral Neutral Polymorphism
49 FBN1 5672-3T>C 15193922217 VPP
50 SM 38 Unexplained DSP .8402G>A p.2801R>H 0.0008249 VPP Damaging  Deleterious  Disease causing
50 TN €.10503G>C p.3501K>N Vsl Damaging Neutral Polymorphism
51 SM 38 Unexplained SCN5A €.4648G>C p.1550D>H VPP Damaging  Deleterious  Disease causing
51 TN €.5419C>A p.1807P>T 15200563229 0.0008254 Vsl Damaging  Deleterious  Disease causing
52 SM 38 Unexplained DSP €.3399C>G p.1133D>E VPP Damaging  Deleterious  Disease causing
52 DsC2 €.2603C>T p.868S>F s141873745 0.0/0.0227/0.0077 0.005769 VPB Benign Neutral Polymorphism
53 SM 39 Unexplained TGFB3 C.97G>A p.33G>S 0.003295 VPB Benign Neutral Polymorphism
53 TTN ¢.19013C>G p.6338S>C 0.003320 VsSI Damaging Deleterious Polymorphism
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31-40 SM 39 Unexplained TTN €.23200G>C p.7734D>H 0.0008503 Vsl Damaging  Deleterious  Disease causing
31-40 55 SANGER 40 Unexplained KCNH2 c.2119T>C p.707Y>H VPP Damaging Deleterious Disease causing
31-40 56 SM 40 Unexplained FBN1 c.4163G>A p.1388R>H 0.002477 Vsl Damaging Deleterious Disease causing
41-50 57 SM 42 Unexplained MYH7 c.5669A>G p.1890N>S VPP Damaging Deleterious Disease causing
41-50 | 57 MYH7 €.3235C>T p.1079R>W s192722540 0.004944 VPP Damaging Deleterious  Disease causing
41-50 57 TTN €.21088G>A p.7030E>K rs72648981 0.3747/0.0261/0.2642 0.198 Vsl Damaging Deleterious Disease causing
4150 | 57 TTN €.583+5G>A VS|

41-50 | 58 SM 42 Unexplained KCNJ2 €.1229A>G p.410N>S rs141069645 0.0233/0.0454/0.0308 0.03722 CM1313311 VP LQTS Benign Neutral Disease causing
41-50 | 59 SM 42 Unexplained CACNB2 €.209G>A p.70R>H rs150722502 0.08816 VPP Damaging Deleterious  Disease causing
41-50 | 60 SANGER 43 Unexplained RYR2 €.12919C>T p.4307R>C rs200092869 0.1092/0.0/0.0745 VSI Damaging Deleterious Polymorphism
41-50 | 61 SM 43 Unexplained KCNH2 €.2860C>T p.954R>C rs141401803 0.008263 CM070176 VP SIDS Damaging Neutral Disease causing
41-50 | 62 SM 43 Unexplained ~ CACNA1C €.6169C>T p.2057R>W VPP Damaging Deleterious  Disease causing
4150 | 62 DMD €.6275A>G p.2092Y>C rs745717858 0.001141 VPP Damaging Deleterious  Disease causing
41-50 | 62 CASQ2 €.928G>A p.310D>N s141314684 0.0581/0.0227/0.0461 0.06344 VSI Benign Deleterious  Disease causing
4150 | 62 PRKAG2 €.1387G>T p.463V>L VPP Damaging Deleterious ~ Disease causing
41-50 62 RYR2 €.4465T>C p.1489C>R rs200450676 0.0119/0.0/0.008 0.0166 VsI Damaging Deleterious Disease causing
41-50 62 KCNE2 C.22A>G p.8T>A rs2234916 0.686/0.1135/0.4921 0.3804 CM003449 VsI LQT int. Drug induced Damaging Deleterious Disease causing
41-50 63 SM 43 Unexplained MYBPC3 €.3384G>C p.1128E>D rs375116558 0.0241/0.0/0.0162 0.0127 VsI Benign Neutral Disease causing
41-50 64 SM 44 Unexplained KCNH2 C.2941A>G p.981S>G rs76649554 0.0116/0.0227/0.0154 0.04304 - VsI - Benign Neutral Disease causing
41-50 65 SM 44 Unexplained HCN4 €.2210A>G p.737Q>R rs146732972 0.0/0.1365/0.0462 0.02074 VsI Damaging Neutral Disease causing
4150 | 65 PKP2 ¢.1637C>A p.546A>E Sl Benign Neutral Disease causing
41-50 65 CACNALC C.667G>A p.223A>T VPP Damaging Neutral Disease causing
41-50 66 SM 44 Unexplained ANK2 ¢.11465G>C p.3822G>A rs79577190 0.0/0.6809/0.2307 0.06609 VPB Benign Neutral Polymorphism
4150 | 66 ANK2 €.11791G>A p-3931E>K rs45454496 0.4186/0.0908/0.3076 0.267 CM041240 VP Cardiac arrhythmia Damaging Neutral Polymorphism
4150 | 66 TTN €.84206T>C p.28069M>T VsI Benign Deleterious Polymorphism
4150 | 67 SM 44 Unexplained MYH6 €.3612G>C p.1204E>D 751153777 VSl Benign Neutral Disease causing




41-50 67 TTN €.50144-4G>A s369462016 0.0/0.0274/0.0085 0.002627 VPP

41-50 | 68 SM 45 Unexplained JUP c.475G>T p.159V>L 0.004237 CM1010258 VPP ARVC Damaging Deleterious  Disease causing
41-50 | 68 KCNE3 C.46G>A p.16A>T 0.003299 VPB Benign Neutral Polymorphism
41-50 | 68 KCNE3 c.40C>A p.14L>M 0.003299 VPP Damaging Neutral Disease causing
41-50 | 68 TTN €.18248C>T p.6083T>M 0.01457 VPB Benign Neutral Polymorphism
4150 | 69 SM 45 Unexplained MYBPC3 c.1786G>A p.596G>R rs199728019 0.0/0.0238/0.0079 0.02622 VSl Damaging  Deleterious  Disease causing
41-50 | 70 SM 46 Unexplained TTN ¢.55460C>T p.18487P>L rs779343098 0.001820 Vsl Damaging Deleterious  Disease causing
41-50 71 SM 46 Unexplained DsP €.1140+6T>C rs534740669 VsI - -

41-50 | 71 TTN c.40796G>A p.13599R>Q 0.0008291 VSI Damaging Neutral Polymorphism
41-50 72 SM a7 Unexplained ~ CACNA1C €.6029G>A p.2010R>Q rs199776761 0.0122/0.0522/0.0249 0.01333 VPB Benign Neutral Polymorphism
41-50 72 DES €.635G>A p.212R>Q rs144261171 0.02059 Vsl Damaging Deleterious Disease causing
41-50 | 72 TTN €.92737A>G p.30913I1>V VSI Benign Neutral Polymorphism
41-50 | 72 TTN €.6950G>A p.2317R>H 0.004945 VSI Damaging Deleterious  Disease causing
4150 | 73 SM 48 Unexplained SCN5A c.1440A>C p.480K>N 0.0008383 VPP Damaging Deleterious  Disease causing
41-50 73 TTN €.60754G>C p.20252A>P rs72646880 0.315/0.0264/0.2242 0.1961 CM1413461 VPP Sudden Cardiac Death Damaging Deleterious Disease causing
41-50 73 TTN €.52846G>A p.17616V>1 rs564621227 0.002489 VsI Benign Neutral Disease causing
41-50 74 SM 48 Unexplained MYH7 €.3613G>A p.1205E>K 0.0008536 CM081343 VP HCM Damaging Deleterious Disease causing
41-50 75 SM 48 Unexplained VCL ¢.1907A>G p.636H>R rs71579374 0.1279/0.0227/0.0923 0.1492 VsI Damaging Deleterious Disease causing
41-50 | 75 TTN ¢.68360A>G p.22787H>R Vsl Benign Deleterious  Disease causing
4150 | 76 SMm 48 Unexplained FBN1 €.3463+3A>G 1s80344206 0.0/0.0227/0.0077 0.3114 Sl

41-50 76 LDB3 €.163G>A p.55V>1 rs3740343 0.1047/0.1135/0.1076 0.7222 VsI Benign Neutral Disease causing
4150 | 76 TN €.99430A>C p.33144N>H 0.009807 VSl Damaging  Deleterious  Disease causing
41-50 | 76 TTN €.86021G>A p.28674R>H rs369899675 0.012/0.0/0.0081 0.01079 VSI Damaging Deleterious  Disease causing
41-50 7 SM 48 Unexplained DSG2 ¢.1003A>G p.335T>A rs191564916 0.061/0.0/0.0419 0.05558 CM098196 VPP ARVC Damaging Neutral Polymorphism
4150 | 77 SCN5A €.1140+2T>C VPP

41-50 78 SM 49 Unexplained CAV3 c.216C>G p.72C>W rs116840776 0.1744/0.0681/0.1384 0.1125 CM980306 VP Muscular dystrophy Damaging Deleterious Disease causing
4150 | 78 ANK2 c.7372A>T p.24585>C VPP Damaging  Deleterious  Disease causing
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78 MYH6 €.3010G>T p.1004A>S 5143978652 0.1279/0.0227/0.0923 0.09801 CM052257 VP DCM Benign Neutral Disease causing
78 TGFBR2 c.1159G>A p.387V>M rs35766612 0.3023/0.0908/0.2307 0.1156 CM063201 VP Aortic aneurysm, thoracic Damaging Neutral Disease causing
78 LMNA €.1580G>A p.527R>H rs57520892 0.0116/0.0/0.0077 0.006832 CM021630 VP Mandibuloacral dysplasia Benign Deleterious  Disease causing
79 SM 49 M Unexplained SCN5A €.1715C>A p.572A>D rs36210423 0.2388/0.0245/0.1685 0.4304 CM034060 VPP LQTS Benign Neutral Polymorphism
79 MYBPC3 C.2497G>A p.833A>T rs199865688 0.1758/0.0/0.1166 0.1682 CM032957 VP HCM Damaging Neutral Disease causing
79 TTN ¢.58726G>A p.19576A>T 183276016 0.0242/0.0261/0.0248 0.01746 VSI Damaging Neutral Disease causing
79 TTN €.89494C>A p.29832P>T rs373876117 0.0122/0.0/0.0084 0.01195 CM1413459 VPP Sudden Cardiac Death Damaging Deleterious  Disease causing
79 TTN c.17387G>T p.5796R>L Vsl Damaging Deleterious Polymorphism
80 SM 50 F Unexplained MYH7 €.3382G>A p.1128A>T rs61741930 0.01147 VSI Damaging Neutral Disease causing
80 ANK2 €.11725T>C p.3909S>P rs141124755 0.0116/0.2724/0.1 0.03627 Vsl Benign Neutral Polymorphism
80 TTN c.87872A>C p.29291K>T Vsl Benign Deleterious Polymorphism
81 SM 50 M Unexplained TCAP c.171C>G p.57C>W rs369447207 0.0116/0.0/0.0077 0.003123 Vsl Damaging Deleterious  Disease causing
81 TTN €.27913A>G p.9305I>V rs376613199 0.0123/0.0/0.0085 0.02567 VPB Benign Neutral Polymorphism
81 TTN ¢.835C>T p.279R>W rs138060032 0.0116/0.0/0.0077 0.01318 VSI Damaging Deleterious  Disease causing




Tabla 7.Tabla de las variantes genéticas identificadas en los 25 casos positivos de la cohorte de 32 casos de miocardiopatias.

Range | ID Progs;ami Edad Género Autopsia Gen Nucleétido Variante dbSNP MAF (%) EXAC % HGMD VPNPF;VSWP Enfermedad PPH2 Provean Mut. Taster
11-20 | 1 NGS 17 M HCM TNNI3 c.611G>A p.204R>H CM050764 VP HCM Damaging  Deleterious E;Z‘;‘Tﬁge
1120 2 NGs 19 M DCM JupP c.56C>T p.19T>I 157087862 001139 CM098198 VPP ARVC Damaging  Deleterious E;zes?sg
11-20 | 2 veL C.2046A>T p.682L>F r5565§’9865 0.006589 Vsl Damaging  Neutral [C);Sues”i‘r‘:‘g
11-20 | 2 TN €.81269T>C p.270901>T 1975002654 0.003331 vPB Benign Neutral  Polymorphism
11-20 | 2 TN €.26041A>G p.8681I>V Vsl Damaging  Neutral [C):ues”l‘r‘:‘g
2130 | 3 NGs 26 M HCM  SCNSA C.569G>A p.190R>Q 1919947306 001131 CMO077628 VP LQTS Damaging  Deleterious S;z‘;?rfg
2130 | 4 NGS 26 M HCM  MYBPC3 €.1505G>A p.502R>Q ’5397751590 CM981325 VP HCM Damaging  Deleterious I(?:!.Jes?r?ge
2130 | 5 NGS 29 M HCM TTN c.14818G>A p.4940AST 1S72648047  0.0722/0/0.0493  0.04558 Vs Damaging  Neutral Tolerated
21-30 | 5 TTN c.17441G>A p.5814G>D rs72648964 0'1332l0'61309/0'274 0.1708 - VSl - Damaging Neutral Tolerated
2130 | 5 TTN C.AT849ASG p15950K>R 572646823 0.1332/0.350/0.2057  0.1372 Vs Damaging  Neutral Tolerated
2130 | 6 NGS 30 M HCM PKP2 .184C>A p.6205K 919900154 0,035810.0/0.0238  0.01679  CM061171 VP ARVC Damaging  Neutral I(?:Jes?r?ge
2130 | 6 MYBPC3 .1598A>G p.533Q>R Vsl Benign Neutral E;es?r‘:‘g
2130 | 6 FBNL C.3058A>G p.1020T>A SLLSOLTT  0,034010.0/0.0231  0.04632  CM010035 VPP S}'ﬁ’r']%’:gr?]e Benign Neutral  Polymorphism
2130 | 6 TTN €.85109G>C p.28370R>T VPP Damaging  Deleterious [C);e;‘rfg
3140 | 7 NGs 31 M '\éilgcs'i No ANK2 C.11326A>G p.3776T>A r5746(§2°87 Vsl Neutral  Polymorphism
3140 | 7 NGS TTN €.90538C>T p301BOR>C  rs72eagara  0-4086/0.0498/0.290 g 445 Vs Damaging Deleterious E;i?ﬁ;
3140 | 7 NGs TN €.26542C>T p.8848H>Y rs72650011  O-4067/00745/0.298 6 4143 cwa6750 VPP ARVC Benign  Deleterious  Polymorphism
3140 | 7 NGs TN C.9359G>A p.3120R>Q 1572647894 0'4419’0'%908’0'322 0.4396 Vsl Damaging  Neutral  Polymorphism
3140 | 8 NGS 31 mo Moe o anke C.9185A5G p.3062E>G VPP Damaging Deleterious ?;i?ﬁg
3140 | 8 NGS TN ¢.100184delA p.K3395fs r5281(3)36493 VPP ?;ii?ﬁs
3140 | 9 NGS 37 M HCM SCN5A €.1127G>A p.376R>H r5199f7310 0.0119/0/0.008 CM054856 VPP BrS Damaging  Neutral [c’;ii?ﬁg
3140 | 9 TNNT2 c.101C>T p.34A>V 0'003824 VSI --- --- Neutral Polymorphism
31-40 | 9 TTN .89795C>A p.29932P>H VPP Damaging  Deleterious E;i?ﬁ;
3140 | 9 TN C.46610G>A p.15537R>H 0.001666 Vsl Damaging  Deleterious Disease

causing




3140 [10  NGS 38 DCM ACTN2 €.1984C>T p.662R>W r515082173 0.0/0.0227/0.0077  0.004943 Vsl Da”;ag'“ De'e;e”ou [C)‘,'fues”i‘r‘:‘g
3140 | 11 NGS 38 HCM  MYBPC3  ¢.2539_2549delinG p'Y847—'|\3‘85°de"” VPP
31-40 | 11 TTN €.34372G>C p.11458V>L vsI Damagin - ey gral Disease
g causing
3140 |12 NGs 39 HCM DSG2 C.3175T>A p.1059S>T 1920178615 002816 CMO71712 VP ARVC Da’gag'” Neutral  Polymorphism
31-40 | 12 MYBPC3 .103C>T p.35R>W 0.005626 CM091020 VP HCM Damagin  Deleteriou Disease
3 g s causing
31-40 | 12 TN €.15625G>A p.5209G>S rs37496461 () 5191/0.0/0.0083  0.005090 Vsl Damagin  Deleteriou Disease
2 g s causing
3140 | 13 NGS 40 HCM TTN C.76559G>A p.25520S>N ’520035002 0.085/0.0/0.0583  0.05921 Vsl Bening Neutral I(?:!.Jes?r?ge
31-40 | 13 TN ¢.17066G>C p.5689G>A 920011874 0.084310.0/0.0574  0.08920 Vsl Bening  Neutral I(?:Jes?r?ge
4150 |14 NGS 41 DCM  MYBPC3 €.2177C>T p.726R>C 0.003633 CMO092563 VP HCM Dargag'” De'mse”o“ S;z‘;?rfg
4150 | 14 HCN4 €.2800C>T p.934R>C 919903846 0.0133/000.0088  0.06047 Vs Dargag'” Neutral S;z‘;?rfg
41-50 | 15 NGS 41 DCM DSP c.6497G>A p.2166R>Q 0'002824 - VSI - Benign Neutral Polymorphism
rs77689939 0.000831 Damagin  Deleteriou Disease
4150 | 15 TN €.47501T>G p.158341>S o p Vs 5 A canrsing
41-50 | 15 TN €.4208G>C p.1403R>T ~ 'S93159092 0.03321 Vs Damagin  Deleteriou  Disease
1 g s causing
4150 |16 NeGs 44 HCM  CSRP3 ¢.10T>C pAWSR rs4s550635  -2398/00455/0.369 557 cmn23060 VP DCM Da”gfgi” Deteteriou E;e;‘r‘:‘g
4150 | 16 HCN4 .2730C>A p.910F>L 520081453 0012310.0/0.0081  0.01675 Vsl Benign  Neutral E;es?rfg
4150 |17 NGS 45 HCM ANK2 €.10948G>C p.3650E>Q 0.001649 Vsl Benign Neutral ?;i?ﬁg
4150 | 17 TN ¢.19570G>A p6524D>N  rs7264g073 014630053907 g o746 vsi Da”;‘g'” Deleteriou [C);e;‘rfg
4150 | 17 TTN €.41023C>T p.13675P>S  rs72677242 O-326% 0'2258/0'230 0.5239 Vsl Benign De'else”ou ?;i?ﬁg
4150 | 17 TN ¢.10966G>A p.3656A>T 1572648923 0'3282’0'%267/0'233 0.3419 Vsl Da’gag'” Neutral ?;i?ﬁg
4150 |18 NeGs 45 HCM TN C.62584G>A p.20862V>1 1954970948 0.002488 Vsl Dargag'” Neutral E;i?ﬁ;
4150 | 18 TN ¢.289G>A P.O7VSM rs18592134  0.0349/0.0227/0.030 ,q, . Vs . Damagin Neutral Disease
5 8 g causing
4150 |19 nNes 46 DCM TN C.23131A>G p.77LLISV 1572648994 0'0486/0'%524/0'049 0.43 Vsl Da”;‘g'” Neutral  Polymorphism
4150 | 19 TTN C.67101A5C p223g7QeH (820151252 0.1936/0.026210.140 g ogggq Vs Da’gag'” Neutral  Polymorphism
4150 | 19 TN €.95443G>C p.31815E>Q r5148§2515 0.0603/0.512/0.0574  0.3337 Vsl Benign De'e;e”"“ [C’;i?rfge
€.96220- Deleteriou Disease
4150 [20  NGs 46 HCM TN 069PMeICCT p.P32074del VPP . cousing
41-50 | 20 NGS 46 HCM RYR2 C.649A>G p.2171>V r52°°§4252 0.0362/0.0/0.0246  0.01408 CM125874 VPP LQTS Benign Neutral E;i?ﬁge




41-50

41-50

41-50

41-50

41-50

41-50

41-50

41-50

41-50

41-50

41-50

41-50

20 TN ¢.61160G>C p.20387G>A rs20138108 4366/0.0/0.0252  0.02398 Vsl Damagin  Deleteriou Disease
5 g s causing

21 NGS 47 DCM ANK2 c.2048A>G p.683D>G - - VSI - Benign Neutral Polymorphism
21 RYR2 C.3380A>G p.1127E>G rs20052596  4832/0.0/0.0556 Vsl Damagin  Deleteriou Disease
2 g s causing
21 DMD C.8555A>G p.2852K>R 0.001181 Vsl Benign Neutral Disease
causing
21 veL c.1907A>G p.636H>R rs71579374 0-1279/0.022710.092 4 449, Vs Damagin  Deleteriou Disease
3 g s causing
¢.30760- Deleteriou .

22 NGS 48 HCM TTN 30762delGAA p.E10254del - - VPP - - s Polymorphism

23 NGS 49 HCM PKP2 .1468C>T p.490R>W r5149§3087 0.0233/0.159/0.0693  0.06146 Vsl Da”;ag'” Neutral  Polymorphism
24 NGS 49 HCM PKP2 €.712G>T p.269G>R 0.000826 Vsl Damagin - \jeyjiral Disease
4 g causing

24 CACNAL C.805G>A p.550N>S 0.003790 vPB Benign  Neutral  Polymorphism
24 TTN €.55862G>T p.18621G>V VPP Damagin  Deleteriou Disease
g s causing

25  NGS 49 DCM ANK2 ¢.158G>C p.53G>A 0'008886 Vsl Da”;ag'” De'etse”(’“ Polymorphism
25 TN C.89737G>A p.29913G>R rs“1$1603 0.0119/0.0246/0.016 ~ 0.003876 Vsl Da”;ag'” De'etse”(’“ E;es?r‘:‘g




Tabla 8. Tabla resumen del nimero de variantes encontrados por Sanger y Secuenciacion
masiva en la cohorte de inexplicados y miocardiopatias. Los genes se muestran clasificados en
dos grupos, los que estdn asociados a canales i6nicos y los asociados a proteinas
estructurales. En las columnas se ha contabilizado el nimero de variantes encontradas en
cada gen por cada metodologia, el porcentaje relativo al total de variantes encontradas en cada

grupo (columna % Grupo Genético), y el porcentaje total de variantes encontradas.

INEXPLICADOS MIOCARDIOPATIAS
SANGER NGS NGS
GEN N=6 % N =191 % Grupo Genes % TOTAL |N=62 % Grupo Genes % TOTAL
SCN5A* | 3 50,0%m| 10 19,6% 5,2% 2 16,7% 3,2%
KCNH2* | 2 333%| 4 7,8% 2,1%
KCNE1* [ -
8| KeNE2* | - - 1 2,0% 0,5%
S| kenes | 2 3,9% 1,0%
% KCNQ1* | - 1 2,0% 0,5%
§| RYR2* 1 167%]| 4 7,8% 2,1% 2 16,7% 3,2%
S ANK2 9 17,6% 4,7% 5 41,7% 8,1%
o
S [ CACNALC 7 13,7% 3,7% 1 8,3% 1,6%
S | cAcNB2 3 5,9% 16% | -
3]
o | cAsQ2 2 3,9% 1,0%
g | ePoiL 1 2,0% 0,5%
HCN4 4 7,8% 2,1% 2 16,7% 3,2%
KCNJ2 2 3,9% 1,0%
SCN4B 1 2,0% 0,5%
TOTAL 6 100% [ 51 100,0% 26,7% 12 100% 19,40%
ACTC1
ACTN2 1 0,7% 0,5% 1 2,0% 1,6%
CAV3 1 0,7% 0,5%
[}
(]
® | CRvAB
2| csre3 1 2,0% 1,6%
)
7 DES 2 1,4% 1,0%
()
3 DMD 4 2,9% 2,1% 1 2,0% 1,6%
c
g DSC2 2 1,4% 1,0%
S| DsG2 3 2,1% 1,6% 1 2,0% 1,6%
[%]
S DSP 8 5,7% 4,2% 1 2,0% 1,6%
©
§ EMD
o| FBN2 9 6,4% 4,7% 1 2,0% 1,6%
()
o GLA
o
JPH2 1 0,7% 0,5%
Jup 4 2,9% 2,1% 1 2,0% 1,6%
LAMP2




LDB3 1 0,7% 0,5%
LMNA 1 0,7% 0,5%
MYBPC3 5 3,6% 2,6% 5 10,0% 8,1%
MYH6 4 2,9% 2,1%
MYH7 5 3,6% 2,6%
MYL2
MYL3

MYOZ2
PDLIM3
PKP2 4 2,9% 2,1% 3 6,0% 4,8%
PLN
PRKAG2 3 2,1% 1,6%
SGCB
SGCD
TAZ
TCAP 1 0,7% 0,5%
TGFB3 2 1,4% 1,0%
TGFBR2 1 0,7% 0,5%
TNNC1 2 1,4% 1,0%
TNNI3 1 2,0% 1,6%
TNNT2 1 0,7% 0,5% 1 2,0% 1,6%
TPM1 1 0,7% 0,5%
TTN 71 50,7% 37,2% 31 62,0% 50,0%
vCL 3 2,1% 1,6% 2 4,0% 3,2%
TOTAL 140 1 73,3% 50 100% 80,6%
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