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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico
Al: Alelo mutado

Ala: Alanina

Arg: Arginina

Asp: Asparragina

ATP: Adenosin trifosfato

C: Citosina

Chr: Cromosoma

Cys: Cisteina

CEIC: Comité Etico de Investigacion
Clinica

CHUAC: Complexo Hospitalario
Universitario A Corufia

Dbsnp: Nomenclatura que recibe en la
base de datos dbSNP

EC: Enfermedades Cardiovasculares
ExXPASy: Expert Protein Analysis System
Freq: Frecuencia

FV: Fibrilacion Ventricular

Fw: primer forward

G: Guanina

Gly: Glicina

HDL: High Density Lipoprotein

HSF: Human Splicing Finder

IAM: Infarto Agudo de Miocardio
ID: Identificacion
IGV: Integrative Genome Viewer

INIBIC: Instituto de Investigacion
Biomédica A Corufia

LDL: Low Density Lipoprotein
MAF: Minimun Allele Frequency
NGS: Next Generation Sequencing
PCR: Polymerase Chain Reaction
PDB: Protein data bank

PhD-SNP: Predictor of human
Deleterious Single Nucleotide
Polymorphisms

Polyphen-2: Polymorphism Phenotyping
V2

Pos: Posicion

Ref: Alelo de referencia

Rv: primer reverse

SIFT: Sorting Intolerant from Tolerant
SNP: Single Nucleotide Polimorphism
SPDBV: Swiss-PdbViewer

T: Timina

Vs: versus

Zyg: Cigosidad
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RESUMEN

La muerte subita cardiaca debida a la fibrilacion ventricular (FV) durante el infarto agudo
de miocardio (IAM) es una de las principales causas de mortalidad en el mundo. Existen
estudios que apoyan la existencia de una base genética que predispone a presentar FV
durante el IAM, la mayoria centrados en polimorfismos y mutaciones en genes involucrados
en los canales ionicos. En este Trabajo de Fin de Master se analiza la presencia de variantes
comunes y raras en 11 genes de la via de la aterosclerosis (ABCA1, ABCC8, ADRB2, AGTR1,
AGTR2, AKAP10, ALOX5, ADIPOQ, APOAL, APOE y APOH) de 24 pacientes, los cuales,
12 son casos (IAM con FV) y otros 12 controles (IAM sin FV). Tras el analisis
bioinformatico se encontrd un polimorfismo significativo, rs429358, en el gen APOE, en
cinco pacientes, que presenta asociacion significativa al desarrollo de IAM en ausencia FV.
Por otro lado, se encontraron tres mutaciones: p.Ala2058Gly en el gen ABCAL, sin
asociacion con FV, pero con un posible papel en el desarrollo de IAM, p.Asp18Alaen el gen
AKAP10 que podria tener una funcion importante en la FV durante el IAM vy
€.981+3 981+4insG en ALOX5 que, segun las predicciones, no afectaria a la conformacion
final de la proteina y, por lo tanto, tampoco al desarrollo de IAM ni FV. No s6lo se requeriran
estudios adicionales que repliquen estos analisis con un mayor nimero de pacientes, sino
también estudios funcionales para lograr la confirmacion de los resultados obtenidos en este

trabajo.

RESUMO

A Morte Subita Cardiaca debida & fibrilacion ventricular (FV) durante o infarto agudo de
miocardio (IAM) é una das principais causas de mortalidade no mundo. Existen estudos que
apoian a existencia dunha base xenética que predispon a presentar FV durante o 1AM, a
maioria centrados en polimorfismos e mutacions en xenes involucrados nos canais ionicos.
Neste Traballo de Fin de Master analizase a presenza de variantes comdns e raras en 11
xenes da via da aterosclerose (ABCAL1, ABCC8, ADRB2, AGTR1, AGTR2, AKAP10, ALOXS5,
ADIPOQ, APOAL, APOE y APOH) de 24 pacientes, os cales, 12 son casos (IAM con FV) e
outros 12 controis (IAM sen FV). Trala analise bioinformatica encontrouse un polimorfismo
significativo, rs429358, no xene APOE, en cinco pacientes, que presenta asociacion
significativa ao desenvolvemento do IAM na ausencia de FV. Por outro lado, encontraronse

tres mutacions: p.Ala2058Gly no xene ABCAL, sen asociacion coa FV, cun posible papel no



desenvolvemento do IAM, p.Aspl8Ala no xene AKAP10 que poderia ter unha funcion
importante na FV durante o IAM e ¢.981+3 981+4insG en ALOX5 que, segundo as
predicions, non afectaria & conformacion final da proteina e, polo tanto, tampouco ao
desenvolvemento de IAM nin FV. Non so requiriranse estudos adicionais que repliquen estes
andlises cun maior nimero de pacientes, sendn tamén estudos funcionais para lograr a

confirmacion dos resultados obtidos neste traballo.

ABSTRACT

Sudden cardiac death due to ventricular fibrillation (VF) during acute myocardial infarction
(AMI) is one of the leading causes of mortality worldwide. There are studies that support
the presence of a genetic background to VF during AMI, the majority focused on
polymorphisms and mutations in genes related to ion channels. In this Master Project the
presence of common and rare variants are analysed in 11 genes of the atherosclerosis
pathway (ABCAL, ABCC8, ADRB2, AGTR1, AGTR2, AKAP10, ALOX5, ADIPOQ, APOAL,
APOE and APOH) of 24 patients, which, 12 are cases (AMI with VF) and 12 controls (AMI
without VF). After the bioinformatics analysis, a significant polymorphism, rs429358, was
found in the APOE gene, in five patients, that presents a significant association to the
development of AMI in absence of VF. On the other hand, three mutations were found:
p.Ala2058Gly in the ABCAL gene, without association to VF, but with a possible role in the
development of AMI, p.Asp18Alain the AKAP10 gene that could have an important function
in VF during AMI and ¢.981+3 981+4insG in ALOX5 which, according to the predictions,
would not affect the final conformation of the protein and, therefore, neither the development
of AMI nor VF. Additional studies will be required to replicate these analyses with a larger
number of patients, and also functional studies to achieve confirmation of the results

obtained in this work.



1. INTRODUCCION

1.1. Fibrilacion ventricular en infarto agudo de miocardio

Las enfermedades cardiovasculares (EC) encabezan la lista de las principales causas de
mortalidad y morbilidad en el mundo (White & Chew, 2008), con una tasa de fallecimientos
en Europa de, aproximadamente, 4 millones cada afio, a pesar de que esta cifra se ha ido
reduciendo en las Gltimas décadas (Ferreira-Gonzalez, 2014). La muerte subita es uno de los
mayores retos de los clinicos, ya que en méas de la mitad de los casos es el primer sintoma
de la enfermedad, sin tener evidencias clinicas previas. El 75% de las muertes subitas son
producidas por infarto agudo de miocardio (IAM), y cerca del 12% de los pacientes con IAM
desarrollan arritmias como la fibrilacion ventricular (FV) (Jabbari et al., 2017b). Entre los
individuos que sufren paro cardiaco por FV fuera del hospital, solamente del 10 al 15%

sobreviven (Grasner et al., 2016).

El IAM es una patologia caracterizada por la muerte celular o necrosis de miocitos cardiacos
causada por una isquemia prolongada (suministro insuficiente de oxigeno) debido a la
formacion de coagulos u obstruccion de una o varias arterias coronarias (JESC/ACCC,
2000). Una de las complicaciones con mayor riesgo y peor pronostico durante la fase aguda
de un episodio isquémico es la FV. Esta arritmia implica una alteracion del ritmo cardiaco
ventricular que impide la contraccion simultdnea de los miocitos, dando lugar a la
descoordinacidn en el latido, falta de bombeo sanguineo y, por consiguiente, la muerte del

paciente (Glinge et al., 2016).

1.2.Genética de FV en IAM

En la literatura cientifica existen estudios que respaldan la existencia de un componente
genético en la susceptibilidad a la FV en el IAM, ya que, la presencia de algin caso de muerte
subita en la historia familiar supone un factor de riesgo para la FV (Dekker et al., 2006,
Bezzina et al., 2010). Sin embargo, los factores genéticos subyacentes a la enfermedad son
todavia desconocidos y complejos, debido a que tiene una base poligenética. Una mejor
comprension de las causas genéticas implicadas en la FV durante el IAM es un requisito para
poder desarrollar un diagnostico personalizado que ayude a predecir y prevenir la
enfermedad (Aouizerat et al., 2011, Marsman et al., 2014, Glinge et al., 2016).

La evaluacion del riesgo de desarrollo de FV durante el IAM es complejo, ya que esta

asociado a factores ambientales (edad, sexo, tabaquismo, estilo de vida, etc.) y genéticos. La
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estrategia dptima para reducir el porcentaje de este fenotipo en la poblacion es la deteccion
de nuevos factores de riesgo. Para ello es necesaria la recopilacion de informacion sobre
pacientes que presenten esta enfermedad y asi, crear una gran base de datos, a partir de la
cual se puedan obtener nuevos datos que permitan el avance en la prevencion y diagnostico
(Deyell et al., 2015). Esta es una tarea complicada debido a la rapidez del episodio y que, en
la mayoria de los casos ocurre fuera del hospital. A pesar de ello, se han publicado estudios
genéticos comparativos en los que se analiza el genoma de pacientes con 1AM con y sin FV.
Es importante destacar dos de los estudios publicados por Jabbari y colaboradores. Uno de
ellos es un estudio caso-control en la poblacion de Dinamarca en el que asociaron la variante
intronica rs11720524 del gen SCN5A a pacientes con FV e infarto agudo de miocardio con
elevacion del segmento ST (Jabbari et al., 2017a). En el otro estudio no obtuvieron
asociacion estadistica con el riesgo de FV en IAM y muerte subita en 24 SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) previamente asociados a fibrilacion auricular (Jabbari et al.,
2017b). Bezzina y colaboradores también realizaron un estudio caso-control en la poblacion
holandesa (Paises Bajos) en pacientes que presentaron IAM con y sin FV en el que
describieron por primera vez el SNP rs2824292 como factor asociado al riesgo de FV
(Bezzina et al., 2010).

Los estudios genéticos relacionados con enfermedades coronarias se han centrado sobre todo
en las rutas vinculadas con la inestabilidad miocéardica y en los canales ionicos del corazéon
que predisponen a los portadores a desarrollar arritmias. Por ejemplo, el articulo de Jabbari
y colaboradores ya comentado, y el articulo de Crotti y colaboradores. En este ultimo, se ha
asociado el polimorfismo p.Lys897Thr del gen KCNH2 con el desarrollo de un tipo de
arritmia (torsades de pointes) durante el IAM (Crotti et al., 2012).

Sin embargo, se han descrito diferentes rutas fisiopatolégicas en las que participan genes
con una predisposicion genética a la FV durante el 1AM, como los relacionados con los
canales de sodio-potasio (Boehringe et al., 2014), el sistema nervioso simpatico (Tseng et
al., 2008), la via del oxido nitrico (Kovéacs et al., 2015), la via del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (Matus et al., 2015) y, en especial, la via de la aterosclerosis (junto

con inflamacién y agregacion plaquetaria) (Wang & Eitzman, 2013).

1.3.Importancia de la aterosclerosis en la FV en el IAM

La aterosclerosis se define como la acumulacion de lipidos o formacion de placas

ateromatosas en la tdnica intima arterial. Esto da lugar al estrechamiento del lumen, al
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aumento de la presion arterial y a procesos inflamatorios que desembocan en trombosis o
rotura de la placa de ateroma y, finalmente, al obstruir el lumen de las arterias coronarias, en
IAM (Kanu et al., 2016).

La relacién entre la aterosclerosis, un evento isquémico, como IAM y una arritmia, como
FV es la siguiente (Figura 1): la oclusion de las arterias coronarias, por causa de la
aterosclerosis, produce la pérdida total o parcial de aporte de sangre al miocardio y, por
consiguiente, falta de oxigeno y nutrientes. En el caso de que la isquemia se prolongue,
derivard en IAM. La disminucion de concentracion de oxigeno da lugar a la falta de ATP y
desequilibrios en la actividad de las bombas ATPasas de calcio y de sodio/potasio, alterando
los gradientes electroquimicos de las membranas de los cardiomiocitos. La consecuencia es
la propagacién no uniforme del potencial de accion, imposibilitando la contraccion
simultanea de todas las células del corazon y desarrollando la arritmia (FV durante el IAM)
(Hundahl et al., 2017).

Aterosclerosis= rotura del ateroma y proceso inflamatorio

Isquemia prolongada y
necrosis de
cardiomiocitos = 1AM

Intyrgdmbio Alteracion del ritmo
iépdc cardiaco = FV

Figura 1. Explicacion esquematica de la sucesién de eventos desde el
desarrollo de la aterosclerosis hasta la FV durante el IAM.

Partiendo de la premisa de que la aterosclerosis es considerada la principal base patologica
del IAM (Kanu et al., 2016), conocer los genes involucrados en esta via puede revelar nuevos
factores de riesgo y esclarecer el efecto de variantes comunes y raras en la FV durante el
IAM. Los genes implicados dentro de la ruta de la aterosclerosis tienen un papel importante

relacionado con los lipidos, como APOH, involucrado en su metabolismo (Liu et al., 2012),
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ABCAL, que codifica para una proteina implicada en el transporte reverso de colesterol (Jung
et al., 2018), APOE, gen que interviene en el metabolismo de las lipoproteinas y relacionado
con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Kockx et al., 2018) o APOA1, con
funcién protectora frente a la aterosclerosis, relacionado con el transporte reverso de
colesterol y asociado a IAM (Chistiakov et al., 2016). También hay genes que se asocian
con la diabetes mellitus, como en el caso de ADIPOQ, involucrado en la sintesis de insulina
(Achari & Jain, 2017) y ABCCS8, que regula la secrecion de insulina (Haghverdizadeh et al.,
2014).

Ademaés, hay variantes comunes y raras ya descritas para enfermedades cardiovasculares en
los genes AGTR1, con un papel critico en el desarrollo de hipertrofia cardiaca inducida (Wu
et al., 2014), AGTR2, implicado en la regulacion de la presion arterial y asociado con el
riesgo de hipertrofia ventricular izquierda (Katsuya & Morishita, 2013), AKAP10,
relacionado con el pulso y rimo cardiaco (Tingley et al., 2007), ALOX5, que codifica para
una enzima esencial en la inflamacion y respuesta aterosclerética (Lotzer et al., 2005) y

ADRBZ2, que promueve la resistencia a insulina en el 1AM (Fu et al., 2017).

2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1. ldentificar variantes comunes en 11 genes implicados en la ruta de la aterosclerosis
(ABCA1, ABCC8, ADRB2, AGTR1, AGTR2, AKAP10, ALOX5, ADIPOQ, APOAL,
APOE, APOH) en 24 pacientes que tuvieron 1AM, de los cuales 12 presentaron FV.

2. ldentificar variantes raras 0 mutaciones en 11 genes implicados en la ruta de la
aterosclerosis (ABCA1, ABCC8, ADRB2, AGTR1, AGTR2, AKAP10, ALOXS5,
ADIPOQ, APOA1, APOE, APOH) en 24 pacientes que tuvieron 1AM, de los cuales
12 presentaron FV.

3. Realizar un estudio de asociacion entre la presencia de variantes comunes en los

genes analizados y la FV.



4. Realizar andlisis in silico de las variantes encontradas con el fin de establecer
hipétesis sobre el efecto de las mismas.

5. Revisar la literatura existente sobre las variantes identificadas para contextualizar su

efecto.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1.Anélisis bioinformatico

Los datos se han obtenido a partir de la secuenciacién masiva empleando la tecnologia de
[llumina (San Diego, USA). En el conjunto total de las muestras a secuenciar estaban
incluidas las de los 24 pacientes que se analizan en este trabajo. Para la preparacion de las
librerias de los 4.813 genes (entre los que se encuentran los 11 seleccionados) se ha utilizado
el kit TruSight™ One Sequencing Panel Library Preparation (Illumina Inc., 2017a, Illumina
Inc., 2017b). El proceso de secuenciacion fue realizado por el grupo de investigaciéon de
Cardiologia del Instituto de Investigacion Biomedica de A Corufa (INIBIC).

Los 11 genes analizados (ABCA1, ABCC8, ADRB2, AGTR1, AGTR2, AKAP10, ALOX5,
ADIPOQ, APOA1, APOE, APOH) se seleccionaron por su importancia en la aterosclerosis
y en el desarrollo de la FV durante el IAM.

Con la ayuda de las plataformas web NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) y

Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) se escogieron las isoformas mas adecuadas
de los genes siguiendo, en este caso, el criterio del mayor nimero de exones. En el gen
AGTRL1 fue necesario analizar dos isoformas: la principal, NM_031850, y NM_032049. Esta
contiene un exon que no esta presente en la mayoritaria (el primero) y esta localizado entre
chr3:148447967 y chr3:148460790. Las isoformas escogidas se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Isoformas analizadas de los genes y caracteristicas.

Gen Posicion Hebra Cadigo Pubmed Cadigo Ensembl
ABCAL Chrf;(’)gé‘fgé@g“' Negativa | NM_005502 | ENST00000374736.7
ABCC8 chr1117:’22,§212,7203- Negativa | NM_001351295 | ENST00000389817
ADBR? Chri?géé?fg%' Positiva NM_000024 | ENST00000305988.5



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://www.ensembl.org/index.html

Tabla 1. (Continuacion) Isoformas analizadas de los genes y caracteristicas.

Gen Posicion Hebra Cadigo Pubmed Cadigo Ensembl

aGTRL | MEMBAISI | oo, NM_031850 | ENSTO0000418473.6
461, NM_032049 | ENST00000402260.1

AGTR?2 Chrﬁ;l;dg?;z’g%' Positiva NM_000686 | ENST00000371906.4
AKAP10 Chrllg,g“’l'?%‘;'g%' Negativa | NM_007202 |ENST00000225737.10
ALOXG5 Chri%g%f%’gl& Positiva | NM_001256153 | ENST00000374391.6
ADIPOQ Chrfé?g%i?%g”' Positiva NM_004797 | ENST00000320741.6
APOAL Chrllllzéﬁﬁg’a‘zgg“' Negativa NM_000039 | ENST00000236850.4
APOE Chrﬁﬁi@%g‘”' Posiiva | NM_001302688 | ENST00000434152.5
APOH Chrgg“l'f%‘ggso' Negativa NM_000042 | ENST00000205948.10

3.1.1. Visualizacién de las secuencias

La visualizacion de las secuencias se llevd a cabo utilizando la herramienta de alto
rendimiento llamada Integrative Genomics Viewer (IGV), una plataforma de software libre
desarrollado por el Broad Institute. IGV permite examinar el genoma hasta una resolucion
de pares de bases para identificar las variantes, tanto comunes, como raras, y analizar la
cobertura de los genes (Robinson et al., 2011). Para la visualizacién de las secuencias de
cada paciente se deben cargar en el programa los archivos “mappings.bam” y

“variants.vdf.gz”.

Para cada uno de los genes de interés (Tabla 1) se analizan las zonas codificantes, es decir,
los exones. No obstante, se tienen en cuenta hasta 10 pares de bases tanto aguas arriba, como
aguas abajo del exdn. De esta forma se contempla la posibilidad de que una alteracién en
una base intronica altere el corte y empalme (splicing) de los exones. Para considerar una

variante detectada por NGS como valida, tiene que cumplir los siguientes requisitos:

- El principal es la calidad, entendida como la probabilidad estimada de error, con una

puntuacion asignada por el algoritmo utilizado de, al menos, 250.

En caso de no disponer del dato anterior sobre la calidad de la lectura, se contemplan los

siguientes parametros:



- Laprofundidad o nimero de lecturas que, en la posicion dada, sea igual o superior
a 15,
- Proporcion de lecturas, si la variante se encuentra en heterocigosis, que tenga, al

menos, un 40% de las lecturas.

Ademas, para considerar una mutacion, a parte de los criterios descritos anteriormente,

deberd cumplir que:

- No haya sido descrita previamente en articulos o bases de datos como Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) y ExXAc (Lek et al., 2016),

- Su frecuencia debera ser menor al 1%.
3.1.2. Analisis de asociacion entre las variantes y la presencia/ausencia de FV

La informacion recogida en el paso anterior permite crear una base de datos para los
siguientes analisis bioinformaticos, que analizan la existencia de asociacién entre los SNPs
y la presencia o ausencia de FV en los dos grupos. Para el anélisis de estudios de asociacion,
se utiliza la herramienta web SNPstats, disefiada desde un punto de vista epidemioldgico. Se
analiza cada SNP segln los modelos de herencia multiple (codominante, dominante,
recesivo, sobredominante y aditivo) y se evalGa el riesgo de asociacion con la enfermedad
(Solé et al., 2006). Se realiza una comprobacion con el programa R (The R Project for
Statistical Computing) y el paquete SNPassoc que sigue los mismos modelos de herencia
que SNPStats (The R Core Team, 2014). Si la asociacion se mantiene, se realiza el Test
Exacto de Fisher y si el resultado del analisis estadistico con este programa es significativo
(p-valor < 0.05), indica que existe una asociacion entre la variante detectada y la presencia

0 ausencia de FV.

3.1.3. Anadlisis de las mutaciones

Las variantes raras no descritas en bases de datos como dbSNP (Sherry et al., 2001), Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), ExAc (Lek et al, 2016) o HGMD

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php) se consideran mutaciones. Para obtener informacién

sobre el posible efecto de estas mutaciones se realizan analisis in silico, que predicen el
posible impacto de la mutacion sobre la estabilidad y funcion de la proteina. Las

herramientas de prediccion utilizadas son las siguientes:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php

- Polymorphism Phenotyping v2 (Polyphen-2) (Adzhubei et al., 2007)
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph?2/),
- Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT) (Kumar et al., 2009) (https://sift.bii.a-

star.edu.sa/sift4q/),

- Predictor of human Deleterious Single Nucleotide Polymorphisms (PhD-SNP)
(Capriotti et al., 2006) (http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html),

- MutationTaster (Schwarz et al., 2014) (http://www.mutationtaster.org/),
- SNAP2 (Bromberg & Rost, 2007) (https://rostlab.org/services/snap2web/).

Si la mutacion se encuentra localizada en el intron, dentro de las 10 pares de bases aguas
arriba o abajo del exdn, es necesario analizar si ese cambio dara lugar a una alteracion en el

splicing. Las herramientas bioinformaticas utilizadas son:

- Human Splicing Finder (HSF) (Desmet et al., 2009)
(http://www.umd.be/HSF3/HSF.shtml),

- GeneScan (Burge & Karlin, 1997) (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html),

- MutationTaster (Schwarz et al., 2014) (http://www.mutationtaster.org/),

- NetGen2 (Hebsgaard et al., 1996) (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene?2/),

- Splice site predictions (Reese et al., 1997)

(http://www.fruitfly.org/seq tools/splice.html).

3.1.4. Representacion de las variantes

La localizacion de las mutaciones en los dominios correspondientes de las proteinas se
realiza a través del programa Prosite (Sigrist et al., 2013) y la aplicacion Expert Protein
Analysis System (ExPASy) (Gasteiger et al., 2003).

Si la estructura cristalografica de la proteina en la que se ha encontrado la variante esta
resuelta, se utiliza el programa Swiss-PdbViewer (SPDBV) (Guex & Peitsch, 1997). Este
software permite la visualizacion en 3D de la estructura cristalografica, indica la mutacion y

representa el cambio estructural provocado por el cambio de aminoécido.

3.2.Busqueda bibliografica

Para contextualizar el efecto de los SNPs y las mutaciones se realiza una revision

bibliografica en diferentes bases de datos. En el caso de los SNPs se han empleado: EXAc
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(Lek et al., 2016) Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP) (Sherry et al., 2001)
y SNPedia (Cariaso & Lennon, 2011), utilizando como palabras clave la posicion de la base

y el rs, si lo hubiere.

Para las mutaciones, las bases de datos utilizadas han sido: Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) y HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php), y

como palabra clave la posicion del aminoacido afectado.

4. RESULTADOS

De las 57 variantes, el 63.16% se encuentran tanto en el grupo casos, como en el control, el
19.30% se encuentran s6lo en el grupo casos y el porcentaje restante (17.54%) s6lo en el

grupo controles.

4.1.Pacientes analizados

Las muestras bioldgicas de los pacientes, utilizadas para este proyecto, pertenecen a la
“Coleccion de muestras para la linea de investigacion en hemodindmica” inscrita en el
Registro Nacional de Biobancos, en la seccion de Colecciones, con cddigo C.0002483. Las
muestras fueron recogidas entre 2013 y 2018 en la Unidad de Hemodinamica del Servicio
de Cardiologia del Complexo Hospitalario Universitario de A Corufia (CHUAC). Este
estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) de Galicia, cuya
referencia es 2013/109, y se realiz6 en conformidad con la guia ética de la Declaracion de
Helsinki. Todos los pacientes incluidos firmaron el consentimiento informado para la

utilizacion de muestras bioldgicas en el estudio.

Este trabajo se plantea como un estudio caso-control en el que se analiza una poblacién de
n=24 (pareados por edad y sexo) diferenciada en dos grupos:

- Grupo “Control”, en el que se incluyen 12 pacientes con [AM,

- Grupo “FV”, compuesto por 12 pacientes que tuvieron FV durante el IAM.

En la Tabla 2 se incluyen las caracteristicas de los pacientes con edades comprendidas entre
los 31y 91 afios, entre las cuales, es notable la mayor presencia de hombres en ambos grupos
(83.33%).
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Tabla 2. Datos demograficos de la cohorte de estudio.

Edad (afios) Hombres Mujeres
Control (n=12) 574222 83.33% (n=10) 16.66% (n=2)
FV (n=12) 58+ 14.2 83.33% (n=10) 16.66% (n=2)

4.2.Profundidad de los genes

La profundidad o coverage de los genes indica el nmero de veces que se secuencia una base
determinada. Este dato es imprescindible para determinar si la profundidad media es
suficiente para seguir con el analisis. Cuanto mayor coverage, mayor sera la resolucion y
sensibilidad de los resultados. En este caso, la profundidad media de todos los genes de

interés es 95.20 + 3.99, que es suficiente para seguir con el analisis (Tabla 3, Figura 2).

Tabla 3. Profundidad de los genes analizados.

Gen Promedio + Error estandar
ABCA1 81.87+£0.99
ABCCS8 92.71+1.44
ADRB2 144.14 +7.69
AGTR1 104.41 £5.72
AGTR2 73.04 +£4.76
AKAP10 84.99 +2.33
ALOX5 113.24 +2.39
ADIPOQ 66.42 + 5.64
APOA1 78.16 + 2.86

APOE 108.23 + 6.44

APOH 99.87 + 3.62
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Figura 2. Esquema de la profundidad de los genes analizados.

4.3.Variantes encontradas

En el andlisis de los genes ABCA1, ABCC8, ADRB2, AGTR1, AGTR2, AKAP10, ALOX5,
ADIPOQ, APOA1, APOE y APOH implicados en la ruta de la aterosclerosis en relacién con
la FV durante el IAM, en los 24 pacientes, se encontraron un total de 57 variantes (Anexo):
en el grupo de controles se encuentra el 57.1% y en los casos el 42.9%. De los polimorfismos

totales, 27 son missense, 26 sinGnimos y 4 intronicas.

Tras los analisis en SNPStats se obtuvieron 6 variantes (rs2274873, rs2246841, rs1048099,
rs1042714, rs1042713, rs429358) que presentaban asociacion con alguno de los modelos de
herencia empleados (Tabla 4). A continuacién, estos resultados se comprobaron con R y se
mantenia esta asociacion en tres SNPs (rs1048099, rs1042714, rs429358) (Tabla 4). Se
realizd entonces el test de Fisher, tras el cual solo se obtuvo significacion para el
polimorfismo rs429358 en el gen APOE (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados de los analisis estadisticos con los programas SNPStats, R y test de Fisher, marcando en azul
los significativos y en rojo los que no pierden la significacion tras el test de Fisher.

Gen Gen Gen Gen
ABCA1 ABCC8 ADRB2 APOE
rs2274873 | rs2246841 | rs1048099 | rs1042714 | rs1042713 | rs429358
M. Codo. 0.11 0.042 0.082 0.065
M. Dom. 0.012 0.078 0.078 0.078 0.1 0.004
SNPStats |\, ‘pocesivo 0.086 0.23 0.051 0.024
(p-valor)
M. Sobred. 0.34 0.02 1.00 0.91
M. Aditivo 0.044 0.27 0.026 0.038
M. Codo. 0.093 0.24 0.068 0.081 0.14 0.037
M. Dom. 0.078 0.087 0.078 0.10
R M. Recesivo 0.47 1.00 0.051 0.086
(p-valor)
M. Sobred. 0.34 0.019 1.00 0.90
M. Aditivo 0.093 0.24 0.068 0.026 0.14 0.037
Test Fisher (p-valor) — — 0.068 0.096 — 0.037

M.: modelo; codo.: codominante; dom.: dominante; sobred.: sobredominante; —: test no realizado por no mantener
la significacion en R.

4.3.1. Variante rs429358 con asociacion significativa en el gen APOE y la FV
enel IAM

En el gen APOE, que codifica para una apolipoproteina que interviene en el transporte de
colesterol, se ha encontrado un polimorfismo con asociacion significativa en cinco pacientes
del grupo control (IAM sin FV). La variante rs429358, cuyo cambio es de timina (T) a
citosina (C) en el nucle6tido 466, es de tipo missense. En la proteina, da lugar a un cambio
de aminoéacido de cisteina (Cys) a arginina (Arg) en la posicion 156, dentro del dominio

receptor del LDL (Low Density Lipoprotein) (Figura 3).
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Figura 3. A. Imagen obtenida del IGV para la variante rs429358; B. Representacion esquematica del gen
APOE vy localizacion del SNP en rojo; C. Representacion de los dominios de la proteina APOE, indicando
en rojo la posicion de la variante en el dominio de unién del LDL, sefialado en naranja.

En este caso, la estructura cristalografica de la proteina APOE esta resuelta en PDB
(https://www.ebi.ac.uk/pdbe/) con el nimero identificativo ID: IBZ4. Por lo tanto, se puede

visualizar el cambio estructural del aminoacido cisteina (Cys) al aminoacido arginina (Arg)
producido en la variante rs429358 en SPDB. En la Figura 4 se sefiala el lugar en el que se
encuentra el aminoacido en la estructura global y se compara con el mutado. En la Figura
5B, en verde, esta el aminoacido comun y en la 5C, en azul, el cambio de p.Cys156Arg, en

donde se representan los nuevos enlaces que se forman.
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Figura 4. Representacion de la estructura cristalografica de la proteina APOE (PDB ID: IBZ4). A. Estructura
global, en la que se enmarca en rojo donde esta la mutacion; B. Representacion del aminoéacido salvaje en
verde, p.Cys156; C. Representacion del aminoacido mutado en azul, p.Arg156.

El efecto de esta variante obtenido con las herramientas bioinformaticas SIFT y Polyphen es
tolerado (0.91) y benigno (0.002), respectivamente. Esta variante no esta asociada a FV, ya
que solamente se ha encontrado en pacientes control, por lo tanto esta asociada a la ausencia
de FV durante el IAM. Serian necesarias investigaciones adicionales para conocer el efecto

de esta variante, si podria tener un papel en el desarrollo del IAM o un efecto protector frente

aFVv.

4.4.Mutaciones encontradas en los genes estudiados

Siguiendo los criterios descritos en el apartado Material y Métodos se encontraron 3
mutaciones en heterocigosis, en 3 pacientes diferentes, en los genes ABCAl, AKAP10 y
ALOX5 (Tabla 5). El tipo de mutacion encontrada en los dos primeros genes es missense, es
decir, produce un cambio de aminoacido en la proteina resultante, sin embargo, en ALOXS5,

la mutacion es una insercion intrénica situada en la cuarta base aguas abajo del exén 7, cerca

de la region de splicing.
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Tabla 5. Caracteristicas de las mutaciones encontradas.
Gen Posicion Exon |ref | al | Efecto codoén HGVB-cdna HGVB-prot

ABCA1l | chr9:107550232 | 46 | G | C | missense | gCt/gGt €.6173C>G p.Ala2058Gly

AKAP10 | chrl17:19880940 1 T | G | missense | gAc/gCc c.53A>C p.Aspl8Ala

ALOX5 | chrl0:45924215 7 A | G | intrdnica €.981+3 981+4insG

Ref: nucledtido en la secuencia de referencia, al: nucleétido mutado, HGVB-cdna: posicion de la mutacion
en la secuencia de ADN indicando el cambio de base, HGVs-prot: posicién de la mutacion en la secuencia
de la proteina, indicando el cambio de aminoéacido.

4.4.1. Mutacion en ABCA1L

La mutacion en el gen ABCAL se ha encontrado en un paciente control, es decir, que ha
presentado IAM sin FV. En el exdn 46, en la base ¢.6173, se produce un cambio de citosina
(C) a guanina (G), dando lugar a un cambio en la posicién p.2058 de la proteina final de
alanina (Ala), a glicina (Gly) (Figura 5). La mutacion se encuentra en el dominio ABC-

transporter-2, un sitio de unién al ATP.
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Figura 5. A. Imagen obtenida del IGV; B. Representacion esquematica del gen ABCA1 y localizacidn del
SNP en el exdn 46, en rojo; C. Representacion de los dominios de la proteina ABCAL, indicando en rojo la
posicién de la mutacion p.Ala2058Gly en el dominio ABC-transporter-2; D. Representacion de la proteina
transmembrana ABCAL, sefialando en rojo la mutacion (modificada de Clee et al., 2001).

El efecto de esta mutacién, tras el analisis in silico con las 5 herramientas bioinformaticas,
es probablemente dafiino sobre la funcion de la proteina (Tabla 6).

Tabla 6. Estudio in silico del efecto de la mutacion encontrada en ABCAL ¢.6173C>G y los
scores que dan los diferentes programas informaticos.

MutationTaster SNAP2 SIFT PolyPhen PhD-SNP
Causante de la . a20 Deletérea | Probablemente Causante de la
enfermedad (0.9999) Efecto (31; 63%) (0.01) dafiina (0.979) enfermedad (3)

En este caso, la estructura cristalografica de la proteina ABCAL también esta resuelta en

PDB con el numero identificativo ID: 5XJY. Por lo tanto, se puede visualizar el cambio
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estructural del aminoacido alanina (Ala) a glicina (Gly) en la posicién p.2058, gracias al
SPDV. En la representacion se sefiala la posicion en la que se encuentra el aminoécido en la
estructura global y se compara con el mutado. En la Figura 6B, en verde, esta el aminoacido
comun y en la 6C, en azul, el cambio de p.Ala2058Gly que, como se puede observar, no da

lugar a nuevos enlaces.

Mutacion

Figura 6. Representacion de la estructura cristalografica de la proteina ABCA1 (PDB ID: 5XJY). A.
Estructura global, en la que se enmarca en rojo donde estd la mutacion; B. Representacion del aminoéacido
salvaje en verde, alanina (Ala); C. Representacion del aminoacido mutado en azul, p.Gly2058.

Esta mutacion, p.Ala2058Gly, se ha encontrado en un paciente control, por lo que no esta
asociada a FV. Para conocer su efecto, como un posible papel protector frente a FV, seran

necesarios estudios funcionales complementarios.

4.4.2. Mutacion en AKAP10
La mutacion en el gen AKAP10 se ha encontrado en un paciente del grupo casos (IAM con
FV), en la que el cambio de base es de una timina (T) a una guanina (G). El tipo de mutacion

es missense y en la proteina produce un cambio del aminoacido asparragina (Asp) a alanina

(Ala) en la posicion 18 dentro del dominio mitochondrion (Figura 7).
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Figura 7. A. Imagen obtenida del IGV; B. Representacion esquematica del gen AKAP10 y localizacion de
la mutacion en rojo; C. Representacion de los dominios de la proteina AKAP10 indicando en rojo la mutacion

p.Aspl8Ala en el dominio mitochondrion.

Los resultados del andlisis in silico obtenidos con las diferentes herramientas bioinformaticas
se muestran en la Tabla 7. De las cinco herramientas utilizadas, en cuatro de ellas se obtiene

un efecto deletéreo que indica que la estructura de la proteina puede verse afectada por el

cambio.

Tabla 7. Estudio in silico del efecto de la mutacion encontrada en AKAP10 p.Aspl8Ala. En rojo
las que afectan a la proteina.

MutationTaster SNAP2 SIFT PolyPhen PhD-SNP
Causante de la . 10 Probablemente
enfermedad (0.9092) Efecto (9; 53%) | No tolerada (0.5) dafiina (0.675) Neutral (9)

La mutacion p.Aspl8Ala en el gen AKAP10 se ha encontrado en un paciente con IAM y FV
y, tras los resultados obtenidos en la prediccion, podria estar relacionada tanto con el 1AM,

como con la FV. Sin embargo, sera necesario el disefio de estudios funcionales para

corroborar dicha hipotesis.
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4.4.3. Mutacion en ALOX5

En ALOXS5, la mutacion ¢.981+3 981+4insG fue localizada en un paciente caso (IAM con
FV). Es una insercion de una guanina (G) y no esta dentro de la zona codificante del gen,

sino que esta situada 4 nucledtidos fuera del exén 7, en la region donadora (Figura 8).
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s | | | - I
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Figura 8. A. Imagen obtenida del IGV; B. Representacién esquematica del gen ALOXS5 y localizacion de la
insercién intrénica en rojo.

Para saber si la insercion afecta al splicing se hizo un anélisis bioinforméatico con

herramientas que predicen el efecto en la proteina (Tabla 8).

Tabla 8. Estudio in silico de cémo afecta la insercion en ALOX5 al splicing.

HSF GeneScan MutTaster NetGen Splice site predictions
88.49vs 89.3 | 29.42 vs 28.92 | 0.7786 vs 0.7886 | 1.00 vs 1.00 0.87 vs 0.85
+0.81% -0.5% +1% 0% -2%

Para considerar una mutacion con posible efecto sobre el splicing, la diferencia entre las
puntuaciones de las predicciones debe ser de, al menos, el 20% (Houdayer et al., 2008). La
insercion ¢.981+3 981+4insG obtiene diferencias de un maximo del 2%, por lo que,
siguiendo el criterio definido por Houdayer y colaboradores, esta mutacion intrénica no
afectaria a la conformacion final de la proteina. A pesar de ello, serian necesarios estudios

funcionales para confirmarlo.
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5. DISCUSION

En este trabajo se han analizado 11 genes que codifican para proteinas involucradas en el
metabolismo de lipidos y en la ruta de la aterosclerosis (ABCA1, ABCC8, ADRB2, AGTR1,
AGTR2, AKAP10, ALOS5, ADIPOQ, APOA1, APOE y APOH) en 24 pacientes que
presentaron 1AM, de los cuales 12 desarrollaron FV. Se encontraron un total de 57 variantes,
de las cuales 27 son missense, 26 son sindnimas y 4 intronicas. En el analisis de todos los
pacientes, se ha identificado asociacion significativa en la variante rs429358 del gen APOE,
encontrada en 5 pacientes. Es un polimorfismo missense que produce un cambio de cisteina
(Cys) a arginina (Arg) en la posicion 156 de la apolipoproteina E (p.Cys156Arg). Ademas,
se han detectado 3 mutaciones en 3 pacientes diferentes, de las cuales dos son missense en
los genes ABCA1 (p.Ala2058Gly) y AKAP10 (p.Aspl8Ala), y una ultima intrénica en
ALOX5 (c.981+3 981+4insG). Por tanto, aparecen mutaciones en el 3 de los pacientes

estudiados, 1 control y 2 casos.

5.1. Variante significativa rs429358 en el gen APOE

El andlisis caso-control de asociacion de las variantes polimorficas de APOE dio como
resultado una asociacion significativa con la ausencia de FV durante el IAM para el rs429358
(p.Cys156Arg). En la literatura, la variante rs429358 se ha relacionado con la
hiperlipoproteinemia (Havel et al., 1983, Rall et al., 1989), que es la incapacidad de
descomponer lipidos, en especial colesterol y triglicéridos, estando directamente relacionado
con el desarrollo de EC. En este trabajo, en el que se estudia la FV en el 1AM, se ha

encontrado la variante en cinco pacientes, todos del grupo control, es decir, IAM sin FV.

El gen humano APOE tiene 3 alelos: €2, €3 y €4, que codifican para proteinas con tres
isoformas diferentes. Estas isoformas difieren entre si en los residuos 112 y 158: APOEe3
tiene Cysl12 y Argl58, APOEe4, Arg en ambas posiciones y APOEe2 Cys en ambas
posiciones. En la mayoria de las poblaciones, el alelo €3 es el mayoritario con un porcentaje
entre el 70-80%, el €4 con el 10-15% y el €2 con el 5-10% (Lahiri et al., 2004). Los
polimorfismos épsilon de APOE estan asociados a enfermedades cardiovasculares, en
concreto con IAM, y esté descrito que las variantes €4 se asocian con el riesgo de desarrollar

IAM, mientras que las €2 tienen un efecto protector (Xu et al., 2014, Wang et al., 2015).

La variante encontrada en este estudio se localiza en la posicion 156 con el cambio de Ala a

Arg. A pesar de no ser la misma posicion descrita para APOEe4 es casi adyacente (dos
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posiciones aguas arriba) y el cambio de aminoéacido coincide, por lo que podria tener un
efecto similar. Ademas, hay publicaciones basadas en estudios caso-control en los que el
rs429358 se asocia significativamente con el IAM. Kukava y colaboradores realizaron una
busqueda de marcadores genéticos de riesgo de IAM en la poblacion rusa. Los genes
analizados: APOE, PCSK9 y LPL, estan todos relacionados con el metabolismo de lipidos.
Dentro del gen APOE se analiza la misma variante encontrada en este estudio con resultado

significativo en cuanto a asociacion con IAM (Kukava et al., 2017).

Por lo tanto, la variante rs429358 descrita del gen APOE podria tener un papel protector
frente a FV o un papel en el desarrollo de IAM. No obstante, para probar esta hipétesis se

requiere el disefio de un nuevo estudio funcional con una cohorte de pacientes mayor.

5.2. Mutacion en ABCA1

La superfamilia de transportadores de membrana dependientes de ATP o también llamados
ABC estéan presentes en casi todos los organismos vivos conservando su estructura, por lo
que se supone que desempefia un papel fundamental en el transporte de metabolitos, como

el colesterol (Jung et al., 2018).

En este gen hay variantes que previamente se han asociado al IAM. En la base de datos
HGMD se han identificado més de 145 mutaciones missense, asociadas a diferentes
patologias como la enfermedad de Tangier (Tada et al., 2015), asociacidn con aterosclerosis

(Pisciotta et al., 2004) y aumento de riesgo de IAM (Zwarts et al., 2002), entre otras.

La mutacion p.Ala2058Gly encontrada en un paciente control no ha sido descrita
previamente en la bibliografia. Tampoco se han descrito otras mutaciones en la misma
posicion. Segun el criterio de la localizacion, se encontraron dos mutaciones cercanas a la
posicion p.2058: p.Ser2046Asn (Tada et al., 2015) en relacion a la enfermedad de Tangier
y p.Thr2073Ala (Cohen et al., 2004) ligado a niveles bajos de HDL (High Density
Lipoprotein).

En los resultados obtenidos tras los anélisis se podria especular un posible papel en el
desarrollo de 1AM en ausencia de FV, aunque en la basqueda bibliografica no se han
encontrado mutaciones descritas en localizaciones proximas a p.2058 asociadas a esta
enfermedad. Para conocer el efecto de esta mutacion sera necesaria la realizacion de estudios

funcionales.
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5.3.Mutacion en AKAP10

Las AKAPs son una familia de proteinas de anclaje a las quinasas-A (PKA) y a otras
proteinas de sefializacion (Li et al., 2017) y se han descrito més de 70 AKAPs en humanos
hasta ahora. Todas ellas, a pesar de no estar relacionadas estructuralmente entre si,

comparten las siguientes caracteristicas clave (Survayavanshi et al., 2018):

- Todas tienen entre 14 y 18 secuencias de aminoacidos a-hélice anfipaticas que se
unen a subunidades reguladoras de PKA.

- Tienen un dominio guia o de orientacion que ancla las AKAPs a organulos
especificos como mitocondria, nicleo y membrana plasmatica, entre otros.

- Constan de dominios de unién con otras quinasas como: fosfatasas, fosfodiesterasas,

etc.

Durante las Gltimas décadas, se han identificado varios AKAPs en el sistema cardiovascular
(Kritzer et al., 2012). La fosforilacion mediada por las PKA es esencial para el
funcionamiento fisiologico correcto del corazén (Rababa'h et al., 2013). La proteina
AKAP10, en concreto, estad localizada en la membrana mitocondrial externa de los
cardiomiocitos y es esencial en el control del pulso y ritmo cardiaco (Tingley et al., 2007).
Los polimorfismos en este gen pueden estar asociados con un mayor riesgo de arritmias y
muerte stbita (Huang et al., 1997). Aunque hay un nimero limitado de publicaciones sobre
el impacto de AKAP10 en la genética de las enfermedades cardiovasculares, se ha descrito
el polimorfismo p.lle646Val en AKAP10 asociado al incremento de riesgo de IAM y muerte

stbita (Kammerer et al., 2003).

Las mutaciones en AKAP10 podrian tener consecuencias directas en la etiologia de las
enfermedades cardiovasculares y dar lugar a una modificacion del riesgo de desarrollo de
arritmias e 1AM, a pesar de que los mecanismos moleculares son ain desconocidos
(Nishihama et al., 2007). Para este gen se han descrito un total de 2 mutaciones missense en
la base de datos HGMD, relacionadas con cancer de pulmén (Rudd et al., 2006) y asociacién

a enfermedades cardiovasculares (Kammerer et al., 2003).

En este estudio se ha encontrado una mutacion missense en AKAP10 que produce un cambio
de asparragina (Asp) a alanina (Ala) en la posicion 18 de la proteina. Esta mutacién no ha
sido descrita anteriormente en la bibliografia y ninguna de las ya publicadas presenta la
misma posicion. p.Asp18Ala se sitta en el dominio mitochondrion, lo que podria afectar a
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las funciones de transduccién de sefial en la mitocondria (Wang et al., 2001). Esta mutacion
se ha detectado en un paciente caso y, sabiendo que la literatura cientifica respalda la
posibilidad de que variaciones y mutaciones en el gen AKAP10 influyan potencialmente en
el riesgo de arritmias e 1AM, se podria sugerir que esta mutacion podria tener un papel
importante en el desarrollo de FV durante el 1AM, sin embargo seria necesario realizar

estudios funcionales para corroborarlo.

5.4.Mutacion en ALOX5

El gen ALOX5 codifica para la 5-lipoxigenasa, enzima clave en la inflamacion y respuesta
aterosclerotica que oxida las moléculas de LDL en las paredes vasculares (Lotzer et al.,
2005).

En la revision bibliogréfica realizada sobre asociacion de variantes en ALOX5y FV en |IAM,
hay resultados controvertidos, ya que se demuestra Su asociacion con procesos
aterosclerdticos, pero no se llega a un acuerdo en cuanto a su asociacion con IAM. Un claro
ejemplo es el estudio de la variante rs00000213, descrita previamente como factor de riesgo
de la aterosclerosis, en el que se estudia si este polimorfismo se relaciona significativamente
con parada cardiaca, y el resultado fue negativo. Sin embargo, la interaccion epistatica con
otras tres variantes rs10900213, rs4293222 y rs2107545 si confiere susceptibilidad genética
frente al 1AM (Liu et al., 2017). En una publicaciéon realizada por L8hmussaar y
colaboradores se detalla un estudio caso-control en la poblacion de Islandia (pareados por
edad y sexo) con el objetivo de determinar la posible asociacion entre los genes ALOX5 y
PDE4D con el IAM. Los resultados obtenidos sugieren que las variantes de ALOX5 se

asocian significativamente con el IAM, sobre todo en los hombres (L6hmussaar et al., 2005).

Por otro lado, no se han descrito mutaciones asociadas a aterosclerosis, IAM o FV. En la
base de datos HGMD se han identificado un total de 4 mutaciones, siendo una missense
asociada al asma (Bai et al., 2008), otra, pequefias deleciones y las otras dos, pequefias
inserciones, estas dos uUltimas, intrénicas. En este trabajo, la mutacion encontrada en un
paciente caso, es una insercion de guanina (G) cuatro pares de bases aguas abajo del exon 7,
cerca de la region de splicing. Los analisis bioinformaticos de prediccion del efecto de
€.981+3_981+4insG sobre la proteina dieron como resultado que no afecta al splicing y la

conformacién final de la proteina no se veria perjudicada. Por lo tanto, se podria decir que
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la mutacion encontrada en ALOX5 no tendria efecto en el desarrollo de FV durante el IAM,

aungue para asegurarlo seria necesario llevar a cabo estudios funcionales.

Una v

1-

6. CONCLUSIONES

ez realizado el Trabajo de Fin de Master se pueden obtener las siguientes conclusiones:

El polimorfismo rs429358 del gen APOE se asocia estadisticamente con la ausencia
de FV durante el IAM.

Para conocer el efecto del polimorfismo en APOE seré& necesario el disefio de un

estudio funcional con una poblacion mas numerosa.

La mutacién p.Ala2058Gly en ABCAL situada en el dominio ABC-transporter 2,
encontrada en un paciente control, es probablemente dafiina y podria desempefar un

papel en la aparicion del IAM.

La mutacion p.Aspl8Ala en AKAP10 situada en el dominio mitochondrion,
encontrada en un paciente con FV, es probablemente dafiina y podria tener alguna

funcién en el desarrollo de esta patologia.

La mutacion ¢.981+3 981+4insG en ALOX5 no tiene efecto sobre el splicing de la
proteina, por lo que probablemente no tenga efecto en el desarrollo de la FV durante
el IAM.

Para confirmar el efecto de las mutaciones en ABCA1, AKAP10 y ALOX5 en la

estructura proteica, serd necesario llevar a cabo estudios funcionales.
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Anexo. Polimorfismos encontrados y sus caracteristicas.

Pacientes

Gen dbSNP Ref| Genotipo | Al | 1Kg_MAF (HM/HZ) Efecto HGVS-prot
rs2066714 T TIC C 0.3658 (C) 10HZ missense p.1le883Met
rs2066715 C CIT T 0.1277 (T) 6HZ missense p.Val825lle
rs2066716 | C T/T T | 0.1584(T) 2HM/2HZ | sindnima | c.4281G>A(p.=)
rs2066718 C CIT T 0.0609 (T) 1HM/4HZ | missense p.Val771Met
rs2230805 C CIT T 0.3512 (T) 4HM/QHZ | sin6nima | c.474G>A(p.=)
rs2230806 C CIT T 0.4194 (T) 4HM/10HZ | missense p.Arg219Lys

ABCAl rs2230808 C CIC T 0.4103 (T) 11HM/10HZ | missense | p.Lys1587Arg
rs2246841 | C CIT T | 0.1291(T) 2HM/6HZ | sindnima | ¢.948G>A(p.=)
rs2274873 G G/A A 0.0861 (A) 4HM sindbnima | ¢.936C>T(p.=)
rs2853579 G GIT T 0.3535 (T) 10HZ sinénima | ¢.2040C>A(p.=)
rs9282537 G G/A A 0.0636 (A) 2HZ sinénima | ¢.6183C>T(p.=)

rs33918808 | C C/IG G | 0.0508 (G) 1HZ missense | p.Glull72Asp
rs34879708 | G GIA A | 0.00001 (A) 1HZ sinbnima | ¢.6729C>T(p.=)
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Anexo. (Continuacidn) Polimorfismos encontrados y sus caracteristicas.

Gen dbSNP Ref| Genotipo | Al | 1Kg_MAF Fﬁﬂ?ﬁg Efecto HGVS-prot
rs35871586 A A/C C 0.0064 (C) 1HZ sindnima | ¢.3159T>G(p.=)
rs41277763 C C/IA A 0.0114 (A) 2HZ sinénima | ¢.4536G>T(p.=)

ABCA1 | rs113058638 | C CIT T 0.00004 (T) 1HZ missense p.Val380lle
rs145183203 | G G/A A 0.0005 (A) 1HZ missense p.Pro85Leu
rs374418354 | C CIA A | 0.00024 (A) 1HZ sinbnima | ¢.2235G>T(p.=)

rs757110 A A/A C 0.2853 (C) 11HM/10HZ | missense p.Alal369Ser

rs1048099 | A GIG G | 0.4393(G) | 15HM/6HZ | sinénima | ¢.207T>C(p.=)
rs1799854 G G/A A 0.4158 (A) 7HM/11HZ | intrdnica

rs1799857 | G GIA A | 04299 (A) 5HM/8HZ | sinénima | c.1686C>T(p.=)

ABCCS8

rs1799858 | C CIT T | 0.2021(T) IHM/6HZ | sinbnima | c.1947G>A(p.=)
rs1799859 C CIT T 0.3310 (T) 2HM/10HZ | sinonima | ¢.3819G>A(p.=)
rs1805036 G G/A A 0.1039 (A) 2HZ sinénima | ¢.2485C>T(p.=)
rs8192690 C CIT T 0.0316 (T) 1HZ missense p.Vall572lle
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Anexo. (Continuacidn) Polimorfismos encontrados y sus caracteristicas.

. Pacientes
Gen dbSNP Ref| Genotipo | Al | 1Kg_MAF (HM/HZ) Efecto HGVS-prot
rs8192695 G G/A A 0.0545 (A) 3HZ sindnima | ¢.330C>T(p.=)
rs113873225 | G G/A A | 0.0078 (A) 1HZ intronica
ABCCS8
rs138687850 | C CIT T 0.0009 (T) 1HZ missense p.Ala726Thr
rs369049969 | G G/A A | 0.00011 (A) 1HZ missense p.Ala640Val
rs1042713 G G/A A 0.4702 (A) 3HM/9HZ | missense p.Glyl6Arg
ADRB?2 rs1042714 C G/IC G 0.2386 (G) 8HM/10HZ | missense p.Glu27GIn
rs1042717 G G/IA A | 0.2839 (A) 2HM/6HZ | sin6nima | ¢.252G>A(p.=)
rs1042718 C C/IA A 0.2729 (A) IHM/5HZ | sinbnima | ¢.523C>A(p.=)
rs1042719 G G/IC C 0.3553 (C) 2HM/10HZ | sin6nima | ¢.1053G>C(p.=)
ADRB?2
rs1042720 G A/A A | 04757 (A) 8HM/4HZ | sinénima | ¢.1239G>A(p.=)
rs1800888 C CIT T 0.0050 (T) 2HZ missense p.Thrl64lle
AGTR1 rs5182 C CIT T 0.4744 (T) 6HM/12HZ | sinbnima | ¢.573C>T(p.=)
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Anexo. (Continuacidn) Polimorfismos encontrados y sus caracteristicas.

Pacientes

Gen dbSNP Ref| Genotipo | Al | 1Kg_MAF (HM/HZ) Efecto HGVS-prot
rs203462 T T/IC C 0.3947 (C) 2HM/9HZ | missense p.lle646Val
AKAP10 | rs2108978 C CIT T 0.3897 (T) 2HM/9HZ | missense p.Arg249His
rs61749865 C CIT T 0.0792 (T) 3HZ intronica
rs2228064 G G/A A 0.1026 (A) 1HZ sindnima | ¢.270G>A(p.=)
ALOX5 rs2229136 A AlG G | 0.0975 (G) 3HZ sinénima | ¢.1728A>G(p.=)
rs4987105 | C CIT T | 0.1685(T) 7THZ sinbnima | ¢.21C>T(p.=)
rs2241766 T T/G G 0.1442 (G) IHM/6HZ | sinbnima | ¢.45T>G(p.=)
ADIPOQ| rs17366743 T T/C C 0.0174 (C) 1HZ missense p.Tyrl11His
rs143606172 | G G/A A | 0.00007 (A) 1HZ missense p.Arg55His
rs7412 C CIT T 0.0742 (T) 2HZ missense p.Arg202Cys
APOE
rs429358 T TIC C 0.1493 (C) 5HZ missense p.Cys156Arg
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Anexo. (Continuacidn) Polimorfismos encontrados y sus caracteristicas.

Pacientes

Gen dbSNP Ref| Genotipo | Al 1kg MAF (HM/HZ) Efecto HGVS-prot
rs4581 C C/IA A 0.4739 (A) 1HM/7HZ | missense p.Val266Leu
rs1801689 A A/C C 0.0201 (C) 4HZ missense p.Cys325Gly
rs1801690 C G/G G 0.0449 (G) 2HM missense p.Trp335Ser
rs1801692 C CIT T 0.0284 (T) 1HZ missense p.Serl07Asn
APOH
rs8178847 C TIT T 0.0765 (T) 2HM missense p.Argl54His
rs52797880 | A G/G G 0.0765 (G) 2HM missense p.llel41Thr
rs79228460 | T G/G G 0.0703 (G) 2HM intronica
rs150652035 | G GIT T 0.0041 (T) 1HZ sindnima | ¢.954C>A(p.=)

dbSNP: nomenclatura que recibe en la base de datos dbSNP; Ref: alelo de referencia; Al: alelo mutado; MAF: minimun allele frequency o
frecuencia del alelo menos comun (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/Pubmed); HM: homocigosis; HZ: heterocigosis; Efecto: tipo de
mutacion; HGVS-prot: posicion de la mutacidn en la secuencia de la proteina, indicando el cambio de aminoécido.
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