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RESUMEN

La miocardiopatia hipertrofica (MCH) es una enfermedad car-
diaca primaria, caracterizada principalmente por una hipertro-
fia del ventriculo izquierdo, cuya consecuencia mds grave es la
muerte subita. Se ha asociado con mutaciones en proteinas del
sarcomero, siendo las mayormente afectadas la p-miosina car-
diaca y la proteina-C de union a la miosina cardiaca (cMyBP-C).
Hasta ahora, en Venezuela solo se ha realizado el diagnostico
clinico de la MCH, por lo cual decidimos realizar su estudio a
nivel genético. En colaboracion con la Asociacion Cardiovascular
Centro Occidental (ASCARDIO) se analizaron muestras de sangre
de pacientes habitantes del estado Lara, Venezuela, diagnostica-
dos clinicamente con MCH. De cada paciente y control, previo su
consentimiento informado, se aislo el ADN genomico, se amplifica-

ron por PCR los exones que conforman tres de los genes asocia-
dos con casos genéticos de MCH (MYBPC3, MYH7, MYL2) y se
secuenciaron a fin de detectar posibles mutaciones. Se encontro
una nueva mutacion: una sustitucion G>C (Val748Leu) en el exon
24 del gen MYBPC3. Utilizando la estructura atomica del domi-
nio central C5 (PDB IGXE) de la isoforma cardiaca humana de
cMyBP-C, se ubico esta mutacion en la cadena F del dominio C5
de c¢cMyBP-C. Esta ubicacion pudiera especificamente afectar la
formacion del contacto FG, el cual es considerado como el paso
inicial en el plegamiento del dominio C5. En consecuencia, propo-
nemos que la alteracion de dicho plegamiento pudiera estar aso-
ciada con la MCH, contribuyendo al fenotipo clinico observado.

Introduccion

La miocardiopatia hipertro-
fica (MCH) es una enferme-

dad autosémica dominante
caracterizada fenotipicamente
por un desarreglo en los mio-
cardiocitos, fibrosis intersticial

e hipertrofia del ventriculo
izquierdo en ausencia de cual-
quier otra enfermedad cardia-
ca, como la hipertension arte-

rial (Flashman et al., 2004;
Alcalai et al., 2007). Segun
criterios ecocardiograficos, la
prevalencia de MCH en la
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REPORT OF A NEW MUTATION (Val748Leu) ASSOCIATED WITH HYPERTOPHIC MIOCARDIOPATHY LOCATED
IN THE C5 DOMAIN OF THE CARDIAC MYOSIN BINDING PROTEIN-C (¢cMyBP-C)

Rosalva Rodriguez, Ricardo Soto, Andrea Lacruz, Yoyna Rivas, Yris Flores, Marinela Falcone, Lorenzo Alamo and Raul Padrén

SUMMARY

Hypertophic miocardiopathy (HMC) is a primary hearth
disease mainly characterized by left ventricle hypertrophy, its
most serious consequence being sudden death. It has been as-
sociated to sarcomeric protein mutations, cardiac [-myosin
and the cardiac myosin binding protein-C (cMyBP-C) being the
most affected. Since until now, only clinical diagnostic of HCM
has been performed in Venezuela, it was decided to study it at
the genetic level. In collaboration with the Asociacion Cardio-
vascular Centro Occidental (ASCARDIO), blood samples from
clinically diagnosed HCM patients living in Lara state, Venezu-
ela, were analyzed. Following informed consent, genomic DNA
was isolated from each patient and control, the exons that

conform three of ther genes associated with HCM (MYBPC3,
MYH7, MYL2) were amplified by PCR and sequenced to de-
tect possible mutations. A new mutation found: a substitution
G>C (Val748Leu) in exon 24 of the MYBPC3 gene. Utilizing
the atomic structure of the central C5 (PDB IGXE) domain
of the human cardiac isoform of cMyBP-C, the mutation was
localized in the F chain of the C5 domain of cMyBP-C. This
location could specifically affect the establishment of the FG
contact, which is considered as the initial step in the C5 do-
main folding. Therefore, we propose that the alteration of such
folding could be associated with HCM, contributing to the ob-
served clinical phenotype.

RELATORIO DE UMA NOVA MUTACA,O (Val748Leu) ASSOCIADA COM MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA
SITUADA NO DOMINIO C5 DA PROTEINA-C DE UNIAO A MIOSINA CARDIACA (cMyBP-C)

Rosalva Rodriguez, Ricardo Soto, Andrea Lacruz, Yoyna Rivas, Yris Flores, Marinela Falcone, Lorenzo Alamo e Raul Padron

RESUMO

A miocardiopatia hipertrofica (MCH) é uma enfermidade car-
diaca primaria, caracterizada principalmente por uma hiper-
trofia do ventriculo esquerdo, cuja consequéncia mais grave é
a morte subita. Tem se associado com muta¢oes em proteinas
do sarcomero, sendo as principais afetadas a p-miosina cardia-
ca e a proteina-C de unido a miosina cardiaca (cMyBP-C). Até
agora, na Venezuela somente tem sido realizado o diagnostico
clinico da MCH, pelo qual decidimos realizar seu estudo a ni-
vel genético. Em colaborag¢do com a Associag¢do Cardiovascular
Centro Ocidental (ASCARDIO) se analisaram amostras de san-
gue de pacientes moradores do estado Lara, Venezuela, diag-
nosticados clinicamente com MCH. De cada paciente e controle,
prévio consentimento informado, se isolou o DNA genomico, se

amplificaram por PCR os éxons que conformam trés dos genes
associados a casos genéticos de MCH (MYBPC3, MYH7, MYL2)
e se sequenciaram a fim de detectar possiveis mutagoes. Encon-
trou-se uma nova muta¢do: uma substituicio G>C (Val748Leu)
no éxon 24 do gene MYBPC3. Utilizando a estrutura atémica do
dominio central C5 (PDB 1GXE) da isoforma cardiaca humana
de cMyBP-C, se localizou esta mutagdo na cadeia F do dominio
C5 de ¢cMyBP-C. Esta localizagdo poderia especificamente afetar
a formacgdo do contato FG, o qual é considerado como o pas-
so inicial para formagdo de pregas do dominio C5. Em conse-
quéncia, propomos que a alteragdo de dita formagdo de pregas
pudera estar associada com a MCH, contribuindo ao fenotipo
clinico observado.

casos no es clara la naturaleza

poblacion general es del
0,2%, (Flashman et al., 2004).

La consolidacion de la
MCH como entidad patologi-
ca ha sido un proceso lento y
dificil. Los reportes iniciales
datan del siglo XVII, cuando
fueron descritos casos de
muerte subita producidos por
una hipertrofia ventricular no
explicada con algunos sinto-
mas tales como arritmias,
obstruccion del ventriculo iz-
quierdo, obstruccion del tracto
de salida y distorsion de la
véalvula mitral (Hallopeau,
1869). Ulteriormente surgieron
una gran cantidad de reportes
de estudios histopatologicos,
aparte de una serie de com-
plicaciones adicionales, reve-
lando la compleja heterogenei-
dad clinica de esta enferme-

658

dad; complejidad ésta que
persiste ain hoy en dia (Om-
men, 2011). En afios recientes
se inicid una nueva etapa en
el estudio de la MCH que in-
cluyeron las técnicas genéticas
(Jarcho et al., 1989, ver revi-
sion en Maron et al., 2012) y
de ecocardiografia (Botstein
et al., 1980, Maron et al.,
2009). Luego, con el auge del
estudio del genoma humano,
se detectd la primera muta-
cion en el gen que codifica
para la miosina cardiaca
(MYH?7), como causante de la
MCH en una familia afectada
(Geisterfer-Lowrance et al.,
1990). A partir de ese mo-
mento se han detectado mas
de 900 mutaciones asociadas
a MCH (Seidman y Seidman,
2011). En vista de que una

gran parte de estas mutacio-
nes fueron detectadas en los
genes que codifican las protei-
nas sarcomeéricas, se ha consi-
derado a la MCH como una
enfermedad del sarcomero.
Casi el 50% de los casos ge-
néticos descritos involucran el
gen MYH7, asi como el
MYBPC3, que codifica para la
proteina-C de unién a la mio-
sina cardiaca cMyBP-C (Seid-
man y Seidman, 2011).

La principal controversia
que existe al estudiar MCH es
la de establecer una correla-
cion fenotipo-genotipo, visto
que en esta patologia no pare-
ce existir, en la secuencia de
los genes involucrados, un si-
tio especifico que concentre
estas mutaciones (Harris et
al., 2011). Ademas, en muchos

patologica de ellas, compli-
cando los estudios de detec-
cion de dichas mutaciones. Se
ha determinado que alteracio-
nes de la secuencia de genes
del sarcomero se asocian con
el fenotipo clinico de MCH
(Geisterfer-Lowance et al.,
1990; Seidman y Seidman
2011). Por ejemplo, Lys-
273Glu, I1e79Asn y Phe87Leu
son algunas de las mutaciones
encontradas en el gen de la
troponina T cardiaca y que
han sido asociadas con la
muerte subita de sus portado-
res (Xu et al., 2010), lo que
refuerza la importancia de
detectar mutaciones en pa-
cientes con MCH. Otras mu-
taciones alteran especifica-
mente residuos muy conserva-
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dos o que estan ubicados en
sitios funcionales importantes
de las proteinas sarcoméricas
(Lossie et al., 2012).

Una de las proteinas que ha
despertado gran interés en los
ultimos afios, por su asocia-
cidén con casos genéticos de
MCH, es la proteina MyBP-C.
Descrita en preparaciones de
miosina hace ya mas de 40
afios (Starr y Offer 1971,
Offer et al., 1973), la proteina
MyBP-C se ha convertido ac-
tualmente en un objetivo de
investigacion, no solo en la
bisqueda de su funcioén fisio-
logica en el musculo cardiaco
(Luther et al., 2011) o como
posible marcador de infarto
cardiaco (Govindan et al.,
2012), sino por el gran nume-
ro de mutaciones genéticas
reportadas como asociadas a
MCH (Harris et al., 2011).

La c-MyBP-C (Figura 1) es
una proteina formada por
1274 aminoacidos que contri-
buye a mantener la estructura
del sarcomero y estd formada
por siete dominios del tipo
inmunoglobulina de clase |
(Igl) y tres dominios del tipo
fibronectina tipo III (FnIII)
(Flashman et al., 2004). Se
han descrito tres isoformas de
MyBP-C: la isoforma 1, ex-
presada en musculo esqueléti-
co lento, codificada por el gen
MYBPCI (Gurnett, 2010); la
isoforma 2, expresada en
musculo esquelético rapido y
codificada por el gen
MYBPC2 (Knoll, 2012); y la
isoforma 3, expresada en
musculo cardiaco y codificada
por el gen MYBPC3 (Oakley
et al., 2007; Jeffries et al.,
2008).

La MyBP-C presente en el
musculo cardiaco (cMyBP-C)
difiere de las otras dos isofor-
mas en tres aspectos: incluye
un motivo Igl adicional (deno-
minado CO0) localizado en el
extremo amino-terminal (Pfu-
hl, 2012); presenta una inser-
cién de 30 aminoacidos, rica
en prolina, en el dominio C5
(Flashman et al., 2008); y un
dominio adicional (dominio
m) entre los dominios Cl y
C2 (Pfuhl, 2012), que contie-
ne cuatro sitios de fosforila-
cion (Ackermann y Kontro-
gianni-Konstantopoulos, 2011).
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Figura 1. Representacion esquematica de la organizacion de los 11 dominios de la proteina-C de miosina

cardiaca (cMyBP-C).

Estas diferencias han sugerido
que la cMyBP-C pudiera ser
muy importante para el meca-
nismo de la contraccion del
musculo cardiaco (Schlossarek
et al., 2011).

Se han reportado 197 muta-
ciones en la proteina cMyBP-
C (Harris, 2011) que estan
repartidas en todos los domi-
nios de la proteina y no en
hotspots en el gen. El princi-
pal efecto atribuido a estas
mutaciones es la interrupcion
del marco de lectura de la
proteina, introduciendo un
codon de parada o stop que
causa que la proteina se trun-
que y por ende sea de menor
tamafio que la proteina origi-
nal. La proteina truncada se
incorpora en el sarcomero
produciendo un efecto de ha-
ploinsuficiencia, lo que expli-
caria el fenotipo clinico ob-
servado. En general, las muta-
ciones encontradas en c-
MyBP-C exhiben baja pene-
trancia y se pueden encontrar
individuos con genotipo posi-
tivo que no manifiestan un
fenotipo severo, siendo ma-
yormente asociadas a una hi-
pertrofia intermedia (Maron et
al., 2001; Barefiel y Sada-
yappan, 2010; Landstrom y
Ackerman., 2010; Schlossarek
et al., 2011). Por estas razo-
nes, las mutaciones en
cMyBP-C se consideran, en
general, de caracter benigno
(Maron et al., 2001, Barefiel y
Sadayappan 2010; Landstrom
y Ackerman, 2010, Schlossa-
rek et al., 2011); no obstante,
un 5,3% de las mutaciones
detectadas estan relacionadas
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con casos de muerte stbita y
prondstico de sobrevivencia
pesimista (Xu, et al., 2010;
Schlossarek et al., 2011).

A pesar del avance en el
estudio genético e identifica-
cion de mutaciones en diver-
sas enfermedades, los estu-
dios de MCH en Venezuela
solamente incluyen el diag-
nostico clinico de cada pa-
ciente y, hasta donde conoce-
mos, no existen reportes de
la caracterizacion genética de
la MCH (Puigb6 et al., 2001).
A diferencia, en otros paises
el diagndstico clinico se rea-
liza conjuntamente con la
determinacion de la(s)
mutacion(es) asociadas (Seid-
man y Seidman, 2011), lo
cual es ventajoso para el mé-
dico tratante. La falta de in-
formacién de las mutaciones
asociadas a MCH en Vene-
zuela motivo la realizacion
del presente estudio en cola-
boracion con la Asociacion
Cardiovascular Centro Occi-
dental (ASCARDIO), con la
finalidad de detectar mutacio-
nes en los dos genes mas
frecuentemente alterados
(MYBPC3 y MYH7) y en el
gen MYL2, que codifica para
la proteina ligera reguladora
(RLC) que atn teniendo me-
nos frecuencia de mutaciones
dada la funcidon que ejerce,
resulta interesante de incluir
en el estudio en pacientes
diagnosticados con MCH. En
este trabajo reportamos una
mutacidén nueva, una sustitu-
cion G>C (Val748Leu) en el
exon 24 del gen MYBPC3. En
nuestro conocimiento esta es

la primera mutacién asociada
a MCH que se ha descrito en
Venezuela. En el analisis se
utilizé6 un modelo atémico
del dominio en cMyBP-C, en
el cual esta localizada esta
mutacioén. Se discuten las
posibles bases estructurales
para asociar el cambio Va-
1748Leu con el fenotipo clini-
co de MCH detectado en un
paciente.

Métodos
Pacientes y controles

Se recolectaron, previo con-
sentimiento informado de los
pacientes y los individuos
controles (segun lo aprobado
por las Comisiones de Bioéti-
ca del IVIC y de ASCAR-
DIO), un total de 100 mues-
tras de sangre de personas
genéticamente independientes:
50 de pacientes de ASCAR-
DIO con diagnostico clinico
de MCH (31 mujeres y 19
hombres, con edades entre 13
y 83 afios), mas 50 muestras
de personas sanas (30 mujeres
y 20 hombres, con edades
entre 18 y 56 afos). Los pa-
cientes que exhibieron sinto-
mas caracteristicos de MCH
(dolor toracico, disnea de es-
fuerzo progresiva, alteracion
del estado de conciencia como
presincope y sincope) y que
ademas presentaban un engro-
samiento >13mm de cualquie-
ra de los dos ventriculos se-
gun estudios de ecocardiogra-
fia, fueron diagnosticados
como enfermos de MCH, ex-
cluyéndose aquellos con cual-
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quier otra patologia cardiaca,
especialmente aquellas que
condicionan obstruccion al
tracto de salida del ventriculo
izquierdo. Los controles fue-
ron considerados sanos para
enfermedades cardiovascula-
res en base a su ecocardiogra-
ma y los datos de la encuesta
correspondiente.

Deteccion de mutaciones

Se extrajo el ADN de sangre
recolectada de pacientes y con-
troles, siguiendo el protocolo de
Lahiri et al., 1991. Estas mues-
tras de ADN fueron utilizadas
como molde para la amplifica-
cién por PCR de los exones del
gen MYBPC3, el gen MYL2 y
el gen MYH7, utilizandose para
ello la secuencia de los siguien-
tes iniciadores que conforman
el gen MYBPC3: MyBPC 2F-
MyBPC 2R (exén 2), MyBPC
3F-MyBPC 3R (ex6n 3),
MyBPC 4F-MyBPC 4R (exon
4), MyBPC 5F-MyBPC 5R
(exon 5), MyBPC 6F-MyBPC
6R (exon 6), MyBPC 7F-
MyBPC 7R (exon 7), MyBPC
8F-MyBPC 8R (exon &),
MyBPC 9F-MyBPC 9R (exon
9), MyBPC 10F-MyBPC 10R
(exon 10), MyBPC 11F-MyBPC
1IR (exon 11), MyBPC 12F-
MyBPC 12R (exon 12), MyBPC
13F-MyBPC 13R (exon 13),
MyBPC 14F-MyBPC 14R (exon
14), MyBPC 15F-MyBPC 15R
(exon 15), MyBPC 16F-MyBPC
16R (exon 16), MyBPC 17F-
MyBPC 17R (exon 17), MyBPC
18F-MyBPC 18R (exon 18),
MyBPC 19F-MyBPC 19R (exon
19), MyBPC 20F-MyBPC 20R
(exon 20), MyBPC 21F-MyBPC
21R (exon 21), MyBPC 22F-
MyBPC 22R (exon 22),
MyBPC 23F-MyBPC 23R (exon
23), MyBPC 24F-MyBPC 24R
(exon 24), MyBPC 25F-MyBPC
25R (exon 25), MyBPC 26F-
MyBPC 26R (exon 26), MyBPC
27F-MyBPC 27R (exon 27),
MyBPC 28F-MyBPC 28R (exon
28), MyBPC 29F-MyBPC 29R
(exon 29), MyBPC 30F-MyBPC
30R (exon 30), MyBPC 31F-
MyBPC 31R (exon 31), MyBPC
32F-MyBPC 32R (exon 32),
MyBPC 33F-MyBPC 33R
(exon33), MyBPC 34F-MyBPC
34R (exon 34), y MyBPC 35F-
MyBPC 35R (exon 35) reporta-

660

Paciente

Paciente

A G G G C C A C
sentido 5'-3' / > .
730
A G G G 3 3

Control 1

sonido .5 /\/\[\ /\/\

Control 2

\ [\
\ 7/ \
\ / \
\ / \
\ /
4 y

Figura 2. Electroferograma mostrando el cambio de nucledtido G>C, que traducido representa el cambio Va-
1748Leu del exon 24 del gen MYBPC3. En recuadro gris con borde rojo se aprecia el pico correspondiente a
la sustitucion del nucledtido G>C, observada en el paciente en ambos sentidos de la secuencia (5-3" y 3°-5"),

en condicion heterociga, versus la secuencia de dos controles diferentes (Control 1 y 2) en sentido 5'-

un pico tnico negro en el recuadro gris sin borde.

da en http://cardiogenomics.
med.harvard.edu/home (Har-
vard College. Genomics of Car-
diovascular Development, Ad-
aptation, and Remodeling.
NHLBI Program for Genomic
Applications, Harvard Medical
School).

La mezcla de reaccion de
PCR estuvo compuesta de 10-
40ng de ADN genoémico,
0,2uM de cada uno de los
iniciadores, 0,5-1U de la en-
zima Taq ADN polimerasa,
2uM de dNTP, 1X del
tampon de PCR en un volu-
men final de 100ul. La incu-
bacion de la reaccion de PCR
incluy6 un paso inicial de
desnaturalizacién a 95°C por
Smin seguido de 35 ciclos de
incubacion a 95°C por lmin,
seguido de 54-65°C por lmin
y 72°C por 5min, y una incu-
bacion final a 72°C por
10min. Las temperaturas de
hibridacion para cada exdén
del gen MYBPC3 fueron
62,7°C para los exones: 2, 3,
5,79, 11, 12, 14-16, 19, 26 y
31-33; y 62°C para los exones
4, 6, 10, 13, 17, 18, 20-25, 27-
30, 34 y 35. Los fragmentos
obtenidos para cada exon
fueron purificados utilizando
un kit comercial (AxyPrep ™
Blood Genomic DNA Mini-
prep Kit), y enviados a se-

cuenciar a Macrogen Korea
(Seul, Korea).

Andalisis de secuencia

El alineamiento multiple de
secuencias de ADN se realizo
con el programa Mac Vector
11.1.2, utilizandose las se-
cuencias de ADN obtenidas
del paciente o control versus
la secuencia nucleotidica del
exon y de la proteina c-
MyBP-C obtenida de la base
de datos NCBI (www.ncbi.
nlm.nih.gov) a los fines de
identificar la mutacion.

Modelaje molecular

Se utilizo el software Chi-
mera (Pettersen et al., 2004)
para visualizar el dominio
central C5 de la isoforma car-
diaca de MyBP-C del alelo
salvaje (PDB 1GXE; Idowu et
al., 2003) y el alelo de la mu-
tacién encontrada.

Resultados y Discusion

Se analizaron 100 muestras
de ADN obtenidas a partir de
sangre total, divididas en 50
pacientes diagnosticados clini-
camente con la enfermedad y
50 controles. Se detectd en un
paciente femenino de 61 afios

3, como

de edad una mutacion en el
exon 24, que involucra un
cambio nucleotidico de
c.15064 G>C, que genera un
cambio de Val por Leu en la
posicion 748 dentro del domi-
nio C5 de la proteina de
union a miosina C (Figuras 2
y 3).

Este cambio fue conside-
rado patologico dado que
fue encontrado en un pacien-
te con sintomatologia clinica
para MCH y no se detectd
en las personas del grupo
control. La paciente fue
diagnosticada a los 49 afios
de hipertensién con sospe-
chas de MCH. La clinica
incluy6 sintomas de disnea
de esfuerzo clase NYHAII,
un grosor de septum IV (de
23mm), pared inferolateral
de 23mm con obstruccion en
el tracto de salida de VI
(gradiente espontaneo de
86mm Hg) y, ademas hiper-
trofia del ventriculo derecho.
Por estas razones se diagnos-
tico6 como un caso de mio-
cardiopatia hipertréfica simé-
trica obstructiva. En el estu-
dio de ritmo cardiaco (Holter
24h) se evidenciaron ectopi-
cos ventriculares y episodios
de taquicardia ventricular que
le conferian riesgo elevado
de muerte subita.

SEP 2013, VOL. 38 N 09 JWERCIENDIA



MyBP-C
ABQ59032 (- [-[-|-|

Consenso

BEELD O
HooO B0

B

748

Sustitucion Val 748 Leu

v
e el v el v |

Figura 3. Alineamiento de la secuencia de la proteina cMyBP-C del paciente vs la secuencia de la proteina cMyBP-C depositada en la base de
datos de NCBI (ABQ59032.1), donde se sefiala el cambio de aminoacidos Val748Leu.

Se considera que la protei-
na cMyBP-C tiene una fun-
cion de tipo estructural y fun-
cional en el mantenimiento
del sarcomero, y que ejerce su
funcion por su interaccién con
otras proteinas de interés
como la miosina y la actina,
regulada por su estado de fos-
forilacién. Aun no ha sido
descrito el mecanismo de in-
teraccion entre la proteina
cMyBP-C y el resto de las
proteinas del sarcomero (Pfu-
hl et al., 2012). Lo que si esta
claro es la relacion directa
entre la presencia de mutacio-
nes en la proteina cMyBP-C y
el fenotipo clinico de MCH,
sustentado en numerosas pu-
blicaciones (Marston et al.,

2012; Vydyanath et al., 2012;
Camuglia et al., 2013; De
Lange et al., 2013; Liu et al.,
2013; Meyer et al., 2013; Re-
guero et al., 2013; Wang et
al., 2013).

En este estudio, la muta-
cion detectada estd ubicada en
el dominio C5, especificamen-
te en la posicion 748, consis-
tente en un cambio de Val
por Leu. El dominio C5 en la
isoforma cardiaca de MyBP-C
tiene dos caracteristicas es-
tructurales: 1) un enlace entre
el dominio C4-C5, formado
por ~10 residuos de aminoaci-
dos; y 2) una inserciéon de
~30 aminoacidos en el bucle
CD, que aumenta a 39 aa. En
el trabajo de Idowu et al.

Figura 4. Estructura del dominio C5 de cMyBP-C humano (PDB 1GXE)
(Idowu et al., 2003) utilizando los 10 modelos superpuestos obtenidos
por resonancia magnética nuclear (RMN). Se destaca el inicio (I) y el
final (F) de una region variable que corresponde al bucle CD (en azul
oscuro) de 39 aa incluyendo una insercion de 30 aminoacidos. N-term:
extremo amino terminal, C-term: extremo carboxilo terminal.

INERCIENLIA  SEP 2013, VOL. 38 N° 09

(2003) se realiz6 un analisis
de la dinamica molecular de
este dominio, describiéndose
este bucle CD como deses-
tructurado y flexible.

Para tratar de determinar el
papel de la mutacion encon-
trada en la estructura del do-
minio C5 cardiaco y conside-
rando que los estudios estruc-
turales y funcionales de la
proteina ¢cMyBP-C se han
concentrado en las regiones
N-terminal (exones C0-C3) y
C-terminal (exones C7-C10)
(Figura 1) y que existe poca
informacion estructural o fun-
cional de los dominios C4, C5
y C6, hemos substituido la
Val en la posicion 748 por
una Leu en el dominio C5

D770N

N-term

V757TM

cardiaco cuya estructura ato-
mica fue obtenida original-
mente por resonancia magné-
tica nuclear (RMN) y deposi-
tada en el PDB con el codigo
1XGE (Idowu et al., 2003).
La mutacion encontrada Va-
1748Leu, se ubica al inicio de
la lamina beta F enfrentando
al bucle CD (Figuras 4 y 5).
Esta mutacion involucra cam-
bios entre aminoacidos hidro-
fobicos con una estructura
quimica similar. A pesar de
que esta mutacion no esta
ubicada en sitios claves de
interaccion, su ubicacion fren-
te al bucle CD (Figura 5), que
en el caso del musculo cardia-
co es caracteristicamente
grande (Idowu et al., 2003),

Figura 5. Modelo del dominio C5 de cMyBP-C humano (PDB 1GXE)
(Idowu et al., 2003) mostrando algunas de las mutaciones mas relevan-
tes relacionadas con casos genéticos de MCH (residuos con cadenas
lateral en azul) al igual que la mutacion descrita en este trabajo Va-
1748Leu (residuo con la cadena lateral en rojo) ubicada frente al bucle
CD (en amarillo). Las cadenas beta se indican con las letras A-G.
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probablemente induce algun
grado de desestabilizacion
estructural.

En el dominio C5 han sido
descritas varias mutaciones y
se sabe, por ejemplo, que mu-
taciones como Asn755Lys (Fi-
gura 5) han demostrado estar
asociadas a un fenotipo clini-
co severo. Segun estudios de
Idowu et al. (2003) esto se
debe al tipo de estructura
donde se ubica esta mutacion
Asn755Lys. De acuerdo a es-
tos investigadores, esta muta-
cion Asn755Lys se localiza en
un espacio especifico del bu-
cle FG, el cual estad caracteri-
zado por la presencia de ami-
noacidos altamente conserva-
dos. Al cambiar Asn por un
aminoacido cargado, como lo
es Lys, se modifican las inte-
racciones locales e igualmente
se crean restricciones en el
espacio por la presencia de un
aminoacido con un grupo ra-
dical mas grande, lo que pro-
bablemente explica el fenotipo
clinico severo asociado a esta
mutacion (Idowu et al., 2003).

Hasta ahora no se ha deter-
minado la funcion de las mu-
taciones en el desarrollo de la
hipertrofia, porque no existe
un modelo que pueda explicar
con exactitud el mecanismo
de la contracciéon muscular en
corazon. Uno de los modelos
mas recientes que define me-
jor la interaccion actina-mio-
sina-proteina cMyBP-C, es el
desarrollado por Luther et al.
en 2011. Estos autores utiliza-
ron la técnica de tomografia
electronica para estudiar mus-
culo esquelético de rana. Sus
resultados sugieren que en
estado relajado el extremo C-
terminal de la proteina
MyBP-C se une longitudinal-
mente a lo largo del filamento
grueso, mientras que su extre-
mo N-terminal hace contacto
con el filamento delgado. Esto
tiene un efecto significativo,
porque el extremo N-terminal
establece entonces contacto
con la miosina y la actina,
que son interacciones que
contribuyen al mecanismo de
contraccion y relajacion del
musculo (Luther et al., 2011).
Es de hacer notar, que los
modelos desarrollados hasta
ahora no explican el papel de
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los dominios C5-C7 de la
proteina c-MyBP-C, donde se
ubica la mutacion descrita en
este trabajo.

Guardiani et al. estudiaron
en el 2007 las mismas muta-
ciones que Idowu et al. en el
2003, pero por dindmica mo-
lecular, a fin de determinar
los pasos de plegamiento del
dominio C5; los bucles DE y
FG son los primeros que ini-
cian el proceso de plegamien-
to, seguidos por los bucles
CD y EF. La mutaciéon As-
n755Lys, detectada en un pa-
ciente con sintomas severos
de MCH, se ubica en la re-
gion del bucle FG no exacta-
mente en la zona critica de
formacién del bucle, sino en
la cadena F y en frente del
bucle CD. Esto pudiera impli-
car que esta mutacion esta
involucrada en las interaccio-
nes con el bucle CD, indu-
ciendo su desestabilizacion en
el primer paso del plegamien-
to del dominio C5. Una limi-
tacion del presente estudio
fue la falta de una descripcion
de la historia familiar y del
arbol genealogico del pacien-
te. Esta informacion, que es-
capa del objetivo del trabajo,
hubiese permitido definir me-
jor el caracter patolégico de
esta mutacion. Otra limitacion
fue la falta de una busqueda
de mutaciones en el resto de
genes que conforman el sar-
comero, y que han demostra-
do estar asociadas con esta
patologia cardiaca. Por esto
no es posible asumir que la
mutacion encontrada en el
gen MYBPC3 sea la Gnica
responsable del fenotipo clini-
co, visto que se conoce que la
presencia de mas de una mu-
tacion afecta de manera nega-
tiva la expresion de la enfer-
medad.

Conclusiones

Reportamos una nueva mu-
tacidon, una sustitucion G>C
(Val748Leu) en el exén 24 del
gen MYBPC3 en una paciente
con diagndstico de miocardio-
patia hipertréfica. Esta es la
primera mutacion asociada
con la enfermedad que ha
sido descrita en Venezuela, y
se ubica en la cadena F del

dominio 5 de cMyBP-C, por
lo cual sugerimos pudiera
afectar la formacion del con-
tacto de este dominio con el
dominio vecino G, paso ini-
cial del plegamiento de ambos
dominios. Proponemos que la
alteracion de dicho plegamien-
to pudiera estar asociada con
MCH, contribuyendo al feno-
tipo clinico observado.
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