a muerie subita de deportistas de €lite es un su-
ceso especialmente tragico, no sélo porque estas
tragedias ocurren a menudo ante el publico, sino
porque estos deportistas son individuos jovenes
y considerados como verdaderos privilegiados
de nuestra sociedad. Pocas noticias resultan mas
impactantes que ver caer fulminado a un depor-
tista en mitad de un partido, y todos recordamos
casos en nuestro pais, tan sonados como los de
los futbolistas Daniel Jarque y Antonio Puerta,
ocurridos en los dltimos tiempos.

La incidencia real de la muerte subita en atletas
jovenes es un dato a dia de hoy incierto y que va-
ria mucho de unos estudios a otros. Asi en EEUU
se baraja la cifra de 1 muerte por cada 200.000

om
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Juan C. Carril. Departamento de Genémica Humana. EuroEspes Biotecnologia. Bergondo, Coruna.

jovenes atletas por ano en los institutos de Min-
nesota; mientras que en Italia, en un estudio
hecho en la regién de Veneto, se calcul6 una in-
cidencia de 2.1 muertes por cada 100.000 atletas
al ano por complicaciones cardiovasculares. De
hecho, las causas mds comunes de este tipo de
muertes son las enfermedades cardiovasculares
hereditarias. Seguin datos de la Asociacion Ame-
ricana del Corazén (AHA), la miocardiopatia
hipertréfica (MCH) es la responsable del 36%
de estas muertes, seguida por las anomalias con-
génitas de las arterias coronarias con un 17%.
La miocardiopatia arritmogénica del ventriculo
derecho (DAVD) y las canalopatias hereditarias
(sindrome del QT largo y de Brugada) represen-
tan el 4% y el 3%, respectivamente. »
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“La muerte subita consiste en la pérdida
abrupta de la funcion cardiaca debida
a un problema eléctrico, por lo que no

debemos confundirla con el ataque
cardiaco, causado por problemas en la

circulacion sanguinea”

En Europa la principal causa parece ser la mio-
cardiopatia arritmogénica del ventriculo dere-
cho, con un 22%, seguida de las anomalias co-
ronarias (12%), mientras que la miocardiopatia
hipertréfica parece ser la causa de tan s6lo el 2%
de las muertes subitas en jovenes atletas.

Pero, ;en qué consiste la muerte stibita? Esta no
es sino la pérdida abrupta de la funcion cardia-
ca debida a un problema eléctrico, por lo que
no debemos confundirla con el ataque cardia-
co, causado por problemas en la circulaciéon
sanguinea. Se desencadena principalmente por
arritmias, como bradicardia, taquicardia ventri-
cular y, con mas frecuencia, por fibrilacién ven-
tricular.

Asi, la causa mas importante suele ser la existen-
cia de una enfermedad cardiovascular previa,
es decir, toda alteracion de la funcion cardiaca

Tabla 1. Genes involucrados en la Miocardiopatia Hipertrofica

Gen

MYH7
MYBPC3
TNNT2
TNNI3
TPM1
myLz
MYL3
ACTC
TN
MYH6
TCAP
myozz
CSRP3
MYLK2
LDB3
VeL
ACTNZ
PLN
JPHZ
CAV3
CALR3

08 GenT

Locus

14q12
11p11.2
1032
19q13.4
15g22.1
12923-924.3
3p

15014

2q31

14q12
17q12
4026-927
11p15.1
20913.3
10022.2-923.3
10922.1-923
1942-943
6022.1
20q12

3p25
19p13.12

OMIM Producto Génico Frecuencia
160760 B-myosin heavy chain 30-40%
600958 myosin-binding protein C 30-40%
191045 cardiac troponin T 5%
191044 cardiac troponin | 5%
191010 o-tropomyosin 1 1-2%
160781 cardiac myosin light chain 2
160790 myosin light chain 3 1%
102540 cardiac actin 1%
188840 titin <1%
160710 a-myosin heavy chain 1%
604488 titin cap or telethonin <1%
605602 myozenin 2 <1%
600824 muscle LIM protein <1%
606566 myosin light chain kinase 2 <1%
605906 LIM domain-binding 3 <1%
193065 metavinculin <1%
102573 a-actinin 2 <1%
172405 phospholamban <1%
605267 junctophilin 2 <1%
601253 caveolin 3 <1%
611414 calreticulin <1%

causada por una dilatacion del corazén, por una
valvula danada o por anomalias congénitas en
el musculo del corazén, podrian motivar el epi-
sodio. No obstante, también se han dado casos
de personas que no habian padecido ninguna
patologia de este tipo.

Entre las principales enfermedades cardiacas
que pueden desencadenar la muerte suibitay que
poseen un componente genético preponderan-
te se encuentran la miocardiopatia hipertréfica
(MCH), la miocardiopatia dilatada (MCD), la
displasia arritmogénica del ventriculo derecho
(DAVD), el sindrome del QT largo, el sindrome
de Brugada y la taquicardia ventricular polimér-
fica catecolaminérgica.

Miocardiopatia Hipertrofica

La miocardiopatia hipertréfica (MCH) es
una patologia heterogénea tanto desde el
punto de vista morfolégico como desde el
punto de vista clinico pudiendo presen-
tarse con sintomatologia variada que pue-
de llegar hasta la muerte subita, siendo la
principal causa de muerte subita en adul-
tos jovenes (menores de 50 anos), quienes
desconocen padecer esta enfermedad. La
herencia de esta miocardiopatia es autoso-
mica dominante, es decir que con heredar
la mutacion o las mutaciones responsables
de uno solo de los progenitores ya se pade-
ce la enfermedad. Los descendientes de un
paciente afectado tienen el 50% de proba-
bilidades de poseer la mutacion y desarro-
llar la enfermedad. Su prevalencia es de 1
de cada 500 individuos.

Se caracteriza por la hipertrofia del ventri-
culo izquierdo y/o derecho, usualmente
asimétrica y que compromete al tabique
interventricular. Histopatolégicamente se
caracteriza por miocitos hipertréficos que
se disponen de forma desorganizada (di-
sarray) en una matriz de tejido conectivo
prominente e hipertrofia de la intima de
las arterias coronarias intramurales. La des-
organizacion de los miocitos se considera
la caracteristica patolégica de la miocardio-
patia hipertrofica.

Se han identificado mas de 20 genes aso-
ciados con esta patologia (7Zabla 1), de los
cuales 9 codifican proteinas sarcoméri-
cas: MYL2, MYL3, ACTC, TPMI, TNNT2,
TNNI3, TIN (PREAG2), MYH7 y MYBPCS.
Si bien se han descrito muchas mutacio-
nes asociadas a esta miocardiopatia en to-
dos esos genes, las mds recurrentes hasta
el momento se encuentran en los genes
MYBPC3y MYH?7.
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Miocardiopatia Dilatada Tabla 2. Genes involucrados en la Miocardiopatia Dilatada

La miocardiopatia dilatada (MCD) se de-

. . .. . Gen Locus OMIM Producto Génico Frecuencia

fine por la presencia de dilatacién y dis-
funcién sistélica ventricular izquierda en LMNA 19212 150330 lamin A/C 4-8%
ausencia de condiciones anormales de Mytiz 14q12 160760 B-myosin heavy chain 4-6%
sobrecarga (hipertensién, enfermedad val- TNNT2 1932 191045 cardiac troponin T 3%
vular) o enfermedad de las arterias corona- SCN5A 3p21 600163 sodium channel 2-3%
rias suficiente para causar empeoramiento MyHe 14q12 160710 o-myosin heavy chain 2-3%
global de la funcién sist6lica. Afecta aproxi- DES 2435 125660 desmin <1%
madamente a 1 de cada 3000 individuos y VCL 10g22.1-23 193065 metavinculin <1%
representa la tercera causa mas comun de LDB3 10¢22.2-23.3 605906 LIM domain-binding 3 <1%
fallo cardiaco, siendo la primera causa de TCAP 17912 604488 titin-cap or telethonin <1%
transplante cardiaco. Hasta un 50% de los PSEN1 14924.3 104311 presenilin 1 <1%
casos de miocardiopatia dilatada tienen PSEN2 1931-q42 600759 presenilin 2 <1%
una presentacion familiar y causa genética. ACTC 15014 102540 cardiac actin <1%
Hasta la fecha se han identificado mutacio- TPM1 15q22.1 191010 a-tropomyosin 1 <1%
nes asociadas con esta enfermedad en mas SGCD 5033-34 601411 -sarcoglycan <1%
de 25 genes diferentes, relacionados con CSRP3 11p15.1 600824 muscle LIM protein <1%
proteinas del citoesqueleto, el sarcomero, ACTNZ 1042-q43 102573 o-actinin 2 <1%
las uniones intercelulares, la membrana ABCCI 12p12.1 601439 SUR2A <1%
nuclear, canales i6nicos y proteinas mito- TNNCT 3p21.3-p14.3 191040 cardiac troponin C <1%
condriales (Zabla 2). E1 modo predominan- i 2931 188840 titin
te de herencia es autosémico dominante MYBPC3 1p11.2 600958 myosin-binding protein C
(ACTC, TPM1, MYH7, INNT2, MYBPC-3, PLN 6022.1 172405 phospholamban
TTN, TCAP, DES, DMD, VCL, SGSD, ACTN2 FYAd 6023 603550 eyes-absent 4
y LMNA/C), siendo las formas recesivas liga- TMPO 12q22 188380 thymopoietin
das al sexo y la herencia mitocondrial me- DD Xp21.2 300377 dystrophin
nos frecuentes (DMD, TAZ/G4.5, TNNI3). TAZ/G4.5 Xq28 300394 P —

TNNI3 19q13.4 191044 cardiac troponin | <1%

Displasia Arritmogénica del Ventriculo

Derecho

en los jovenes, afectando en el 80% de los
casos a menores de 40 anos. Su diagnostico
clinico es dificil, de manera que en muchas

La Displasia Arritmogénica del Ventriculo
Derecho es una enfermedad del corazon

de herencia autosomica dominante, con
expresividad variable y penetrancia en los
familiares de los afectados que varia entre
el 15y el 25%. Se caracteriza por la pérdida
progresiva de miocitos, los cuales son reem-
plazados por tejido fibroadiposo. Si bien
afecta al ventriculo derecho, también puede
comprometer al ventriculo izquierdo. Esta
enfermedad se presenta con mas frecuencia

Muestra/
- Buffer

Migracion de fragmentos
de ADN

ocasiones la primera manifestaciéon de la
enfermedad es la muerte subita, principal-
mente en personas menores de 30 anos.
La DAVD es tres veces mas frecuente en
varones, y suele presentarse en edades com-
prendidas entre 5 y 40 anos. La prevalen-
cia de esta condicion se estima en 1:10000,
pero se encuentra infradiagnosticada por la
dificultad a la hora de detectarla.
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Se han identificado mutaciones responsa-
bles en 9 genes (7abla 3), de los cuales 4
l codifican proteinas del desmosoma: Des-
mocolina 2, Desmogleina 2, Placofilina 2 y
l Desmoplaquina. En el 25% de los casos, la
Plakofilina 2 estd mutada.

¥

T Sindrome del QT Largo

Bajo este nombre genérico se han descri-
! to 4 sindromes hereditarios: sindrome de
Romano-Ward, sindrome de Andersen-

Tawil, sindrome de Timothy y sindrome

de Jervell-Lange-Nielsen. El primero es el
mas comun, con una prevalencia de 1:5000

7 "y ﬂ y representando el 85% de los QT largos.
E

i i Los tres primeros son de herencia autoso-

i i mica dominante, mientras que el ultimo es

i i

de herencia autosémica recesiva (hay que
heredar la mutacién patégena tanto del pa-
dre como de la madre).

En todos los casos la enfermedad se carac-
teriza por arritmias cardiacas, las cuales
pueden evidenciarse en el electrocardio-
grama como un aumento del intervalo
QT. Estas arritmias son consecuencia de
anomalias estructurales en los canales de
sodio y potasio del corazén. Los sintomas
pueden aparecer en situaciones de estrés o
bien como reacciones adversas de algunos
medicamentos, aunque hay pacientes que
permanecen asintomaticos durante toda
su vida.

Se conocen 12 genes asociados con el de-
sarrollo de esta enfermedad (7abla 4). Es-
tos genes codifican proteinas que regulan
el transporte de sodio, potasio o calcio a
través de las membranas plasmaticas de los
Fig 2. a miocitos. Los genes KGNQ/, KGCNH2, SGN5A,
Método de “secuenciacion por sintesis” del sistema Genome Analyzer lix de lllumina KCNEI y KCNE2 estan asociados al sindro-
me de Romano-Ward; el gen KCN72, al sin-
drome de Andersen-Tawil; el gen CACNAIC,
al sindrome de Timothy; y los genes KCNQ/
y KCNEI, al sindrome de Jervell-Lange-

Tabla 3. Genes involucrados en la Displasia Arritmogénica del Ventriculo Derecho Nielsen.
- . Entre el 60 el 70% aproximadamente
Gen Locus OMIM Producto Génico Frecuencia . %y %, P
de los sujetos con este sindrome presentan
G2 12008 5028651 lakopiiliny2 =137 mutaciones en alguno de estos once genes.
bsaz 18q12 125671 desmoglein 2 12-40% No obstante, se ha identificado un nuevo
DSP 6p24 125647 desmoplakin 6-16% gen, el ANK2, que codifica la ankyrina B, y
bscz 18q12 125645 desmocollin 2 <1% que es el inico no implicado en los canales
JUP 17921 173325 junction plakoglobin <1% i6nicos.
RYR2 1942 180902 ryanodine receptor 2 <1%
TGFB3 14924 190230 transforming growth factor 3-3 <1%
TMEMA43 3p25 612048 transmembrane protein 43 Sindrome de Brugada
PKP2 12p11 602861 plakophilin 2 <1%

Esta enfermedad se caracteriza por episo-
dios de taquicardia ventricular polimorfi-

/0 GenT



ca rapida, pudiendo originar episodios de
sincope (desmayos) o muerte subita. Se
hereda de manera autosémica dominante
y afecta mayoritariamente a individuos va-
rones (8:1). Se estima que entre un 4% y
un 12% de las muertes stbitas se dan como
consecuencia de este sindrome, teniendo
lugar en menores de 50 anos sin sintomas
previos. Se calcula que puede tener una
prevalencia de 5 de cada 10000 individuos.
El inico gen relacionado hasta la fecha con
la enfermedad es SGN5.

Taquicardia Ventricular Polimorfica
Catecolaminérgica

Es una enfermedad caracterizada por des-
encadenarse ante episodios de liberacion
de catecolaminas (hormonas producidas
por las glandulas suprarrenales, entre ellas
la adrenalina y noradrenalina) en situacio-
nes de estrés fisico o emocional.

Los sintomas suelen aparecer entre los 5y
los 10 anos, aunque los casos de muerte su-
bita en estos rangos de edad son raros. Un
30% de los casos presentan historia familiar
de sincope y muerte subita. Su prevalencia,
aunque no bien conocida, se estima en 1
por cada 2000 habitantes.

Suele presentar un patréon de herencia au-
tosomica dominante, fundamentalmente
debido a una mutacién en el gen RIYRZ.

ciencia [€

“El interés médico del test genético es
evidente, tanto desde el punto de vista de
la prevencion de la muerte subita, como
para el consejo genético de familiares del

individuo objeto de estudio”

También aparece con patréon de herencia
autosoémica recesiva con mutaciones en el
gen CASQ2, que codifica a la proteina cal-
ciquestrina.

Genomica de las Miocardiopatias

Existen diversas guias con recomendaciones
para la deteccion de las causas genéticas de mio-
cardiopatias y canalopatias. La justificacion del
test genético, para éstas y otras enfermedades
que involucran tantos genes, reside en la identi-
ficacion de la mutacion causante de la enferme-
dad. El interés médico es evidente, tanto desde
el punto de vista de la prevenciéon de la muerte
subita, como para el consejo genético de familia-
res del individuo objeto de estudio. No obstante,
con las tecnologias disponibles hasta la fecha, el
esfuerzo de “screening” es, en muchos casos, in-
abordable desde el punto de vista del personal
requerido y, sobre todo, no resulta viable eco-
némicamente.
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Tabla 4. Genes involucrados en el Sindrome del QT Largo

Gen Locus OMIM Producto Génico Frecuencia
KCNQ1 11p15.5 607542 potassium voltage-gated channel, KQT-like ~ 35-40%
subfamily, member 1
KCNH2 7035-936 152427 potassium voltage-gated channel, sub- 30-35%
family H (eag-related), member 2
SCN5A 3p21 600163 sodium channel, voltage-gated, type V, 5-10%
alpha subunit
ANK2 4025-927 106410 ankyrin 2, neuronal
KCNET 21022.12 176261 potassium voltage-gated channel, Isk-
related family, member 1
KCNE2 21922.12 603796 potassium voltage-gated channel, Isk-
related family, member 2
KCNJ2 17923.1-924.2 600681 potassium inwardly-rectifying channel,
subfamily J, member 2
CACNATC ~ 12p13.3 114205 calcium channel, voltage-dependent, L
type, alpha 1C subunit
CAV3 3p25 601253 caveolin 3
SCN4B 11923.3 608256 sodium channel, voltage-gated, type IV, beta
AKAP9 7021-922 604001 A kinase (PRKA) anchor protein
SNTAT 20q11.2 601017 syntrophin, alpha 1
Secuenciacion de 22 generacion
Desde que la secuenciaciéon del ADN fue descri-
ta en 1977, sucesivas mejoras en las técnicas y
equipos de andlisis, asi como en la bioinforma-
tica necesaria para el analisis, han permitido la
automatizacion y han mejorado el coste de este
tipo de andlisis genéticos y su utilidad en la prac-
tica médica (Fig 7).
En los ultimos dos anos han surgido en el pano-
rama de la genoémica médica diversos métodos
de secuenciaciéon masiva en paralelo denomi-
nados genéricamente como “next-generation
Fig 4. »
Método de

“pirosecuenciacion” del
sistema GS-FLX Genome
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Sequencer de Roche

sequencing” o secuenciacion de segunda gene-
racioén, que permiten la secuenciaciéon de gran-
des extensiones de ADN de manera rapida y
asequible.

La secuenciacién de segunda generacién atin
no tiene un gran impacto en la clinica diag-
noéstica, pero con la promesa del “genoma de
1000 dolares” de la mano del proyecto “1000
genomes”, parece cuestion de tiempo para que
esta nueva tecnologia se implante de manera
rutinaria en todos los laboratorios de diagnos-
tico molecular.

La secuenciacion de 2" generacion permite
buscar simultineamente mutaciones en cientos
de loci para desérdenes genéticamente hetero-
géneos, entre los que podemos citar la muerte
subita, asi como las principales enfermedades
complejas: cancer, enfermedades degenera-
tivas y accidentes cardio- y cerebrovasculares.
Ademas, la secuenciacion masiva en paralelo
permitira abordar de manera mas comprensi-
va disciplinas tales como la farmacogenética y
la epigenética, integrando datos globales que
permitan interpretar interacciones génicas y
mecanismos epigenéticos de regulaciéon en la
expresion.

El genoma humano comprende 6000 millo-
nes de nucleétidos en dos dotaciones de 23
cromosomas. Las variaciones interindividuales

abarcan aproximadamente 6 millones de SNPs
(“Single Nucleotide Polymorphisms”), unas
1000 variantes estructurales (SVs) de mas de 3
kb y muchas mads variaciones estructurales pe-
quenas, responsables de la variacion fenotipica
entre individuos.




Las estrategias actualmente empleadas para de-
tectar esta variabilidad pasan por la utilizacién
de arrays de hibridacion de SNPs, PCR en Tiem-
po Real y secuenciacion ciclica de Sanger, con
lo que la capacidad de detecciéon de variaciones
responsables de cambios fenotipicos es relativa-
mente limitada. La llegada de la secuenciacion
“next-generation” permitira cambiar la escala en
la longitud de la secuencia analizada, pasando de
estudios de kilobases a megabases y, a medio pla-
zo, estudios genémicos completos.

Conceptos tales como la PCR en emulsion
(“emPCR?”), la pirosecuenciacion y la “profundi-
dad” de la secuenciacion en paralelo, son térmi-
nos que, por la naturaleza del presente articulo,
no podemos abordar en extenso, pero que pron-
to nos seran ciertamente familiares a los profe-
sionales del diagnoéstico molecular.

Sin entrar en grandes complejidades técnicas,
haremos a continuacién un breve repaso de los
fundamentos de las tres principales plataformas
de secuenciacion masiva, actualmente disponi-
bles: Illumina Genome Analyzer, Applied biosys-
tems SOLID Sequencer y Roche GS-FLX 454
Genome Sequencer.

La tecnologia de Illumina utiliza “secuenciacion
por sintesis” para generar lecturas sencillas de
75 bp con un rendimiento de 17 GB de secuen-
cia en 7 dias (Fig 2).

El secuenciador SOLID de Applied se funda-
menta en la “secuenciacion por ligamiento” se-
cuenciando fragmentos de 50 bp con un rendi-
miento de 10-15 GB en 3-7 dias (Fig 3).
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“La capacidad predictiva de la
secuenciacion masiva se incrementara
de manera exponencial acercando el
calculo de riesgo a niveles proximos al

diagnostico correcto”

En cuanto a la tecnologia utilizada por Roche
y su GS-FLX Genome Sequencer, €sta se basa
por un lado en la em-PCR, al igual que Applied,
y por otro lado en la “pirosecuenciaciéon”, una
metodologia que aprovecha la liberacion de los
pirofosfatos que tiene lugar durante la incorpo-
racion de nucleétidos, para generar luz median-
te una cascada enzimatica. La ventaja sobre sus
competidores es que genera secuencias de 400-
500 bp, dando lugar a 400-600 Mb de datos en
10 horas, si bien el coste en reactivos es bastante
superior al de sus competidores (/7g4).

Actualmente, cuando hablamos de paneles gené-
ticos predictivos que abarcan 30 o 40 genes, real-
mente estamos analizando unas decenas de SNPs,
con lo que el esfuerzo de analisis se queda en la
superficie de la variabilidad de estos genes y, por
lo tanto, en la superficie de los cambios fenotipi-
cos que explican el riesgo de padecer la enferme-
dad. La secuenciacion masiva permitira abordar
el analisis de estos 30 o 40 genes de manera glo-
bal, toda la secuencia y toda la variabilidad que
puedan entranar, por lo que la capacidad predic-
tiva de estos analisis se incrementarda de manera
exponencial acercando el calculo de riesgo a ni-
veles proximos al diagnéstico correcto.

Juan C. Carril
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