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Resumo
Fundamento: A cardiomiopatia hipertrófica (CH) é a doença cardíaca hereditária mais frequente, causada por mutações 
nos genes codificadores para proteínas do sarcômero. Embora mais de 430 mutações tenham sido identificadas em 
vários continentes e países, não há relato de que isso tenha sido estudado no Brasil.

Objetivo: Conduzir um estudo genético para identificar mutações genéticas que causam a CH em um grupo de pacientes 
no estado do Espírito Santo, Brasil.

Métodos: Usando a técnica SSCP, 12 exons dos três principais genes envolvidos com a CH foram estudados: exons 15, 
20, 21, 22 e 23 do gene da cadeia pesada da β-miosina (MYH7), exons 7, 16, 18, 22 e 24 do gene da proteína C ligada à 
miosina (MYBPC3) e exons 8 e 9 do gene da troponina T (TNNT2).

Resultados: 16 alterações foram encontradas, incluindo duas mutações, uma delas possivelmente patogênica no gene 
MYBPC3 gene (p. Glu441Lys) e a outra patogênica já descrita no gene TNNT2 (p.Arg92Trp); 8 variações de seqüência 
raras e 6 variações de seqüência com frequência alélica maior do que 1% (polimorfismos).

Conclusão: Com esses dados, é possível concluir que a genotipagem dos pacientes é factível em nosso meio. É possível 
que a variante p.Glu441Lys no exon 16 do gene MYBPC3 seja patogênica, resultando em um fenótipo mais leve do que 
o encontrado em associação com outras mutações. A variante p.Arg92Trp no exon 9 do gene TNNT2 não resulta em um 
fenótipo tão homogêneo como descrito anteriormente e pode levar à hipertrofia grave. (Arq Bras Cardiol 2010; 94(1) : 
10-17)
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Abstract
Background: Hypertrophic cardiomyopathy (HC) is the most frequent cardiac hereditary disease, caused by mutations in sarcomere protein 
coding genes. Although more than 430 mutations have been identified in several continents and countries, there have been no reports of 
mutations in Brazil.

Objective: To carry out a genetic study to identify genetic mutations that cause HC in a group of patients in Espirito Santo, Brazil.

Methods: Using the SSCP technique, 12 exons from the three main genes involved in HC were studied: exons 15, 20, 21, 22 and 23 of the 
β-myosin heavy chain gene (MYH7), exons 7, 16, 18, 22 and 24 of the myosin binding protein C gene (MYBPC3) and exons 8 and 9 of troponin 
T gene (TNNT2). 

Results: 16 alterations were found, including two mutations, one of them possibly pathogenic in the MYBPC3 gene (p. Glu441Lys) and another 
pathogenic one, previously described in the TNNT2 gene (p.Arg92Trp), 8 rare sequence variations and 6 sequence variations with allelic 
frequency higher than 1% (polymorphisms).

Conclusion: These data allow the conclusion that the genotyping of patients is feasible in our country. It is possible that the isolated p.Glu441Lys 
variant identified in exon 16 of the MYBPC3 gene is pathogenic, promoting a milder phenotype than that found when in association with other 
mutations. The p.Arg92Trp variant in the exon 9 of TNNT2 gene does not promote such a homogeneous phenotype as previously described and 
it can lead to severe hypertrophy. (Arq Bras Cardiol 2010;94(1):10-17)
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Introdução
A cardiomiopatia hipertrófica (CH) é uma doença cardíaca 

primária, caracterizada por hipertrofia do ventrículo esquerdo 
(VE), sem dilatação, geralmente assimétrica e principalmente 
septal, na ausência de qualquer outra doença cardíaca ou 
sistêmica que possa levar à hipertrofia miocárdica1,2. Além 
da hipertrofia das fibras miocárdicas, ocorre um desarranjo 
histológico dessas fibras e variados graus de fibrose intersticial 
e perivascular, contribuindo para o desenvolvimento de 
insuficiência cardíaca, isquemia miocárdica, arritmia ventricular 
e morte súbita3. 

CH é a doença cardíaca genética mais comum, mas 
somente no começo dos anos 90 as mutações genéticas 
causadoras da doença foram identificadas4,5. Até agora, 13 
genes codificadores para proteínas do sarcômero cardíaco 
foram identificadas, o que leva à definição de CH como 
sendo uma doença do sarcômero. Entretanto, as mutações 
encontradas nos genes da cadeia beta de miosina pesada 
(MYH7), da proteína C cardíaca ligada a miosina (MYBPC3) 
e da troponina T cardíaca (TNNT2) são responsáveis por 
60 a 80% dos casos de CH2,6. O único estudo genético 
disponível para a CH no Brasil foi conduzido por Tirone e 
cols.7. Foi um estudo pioneiro e a prevalência da CH no 
Brasil permanece desconhecida; em consequência, sabe-
se ainda menos a respeito da prevalência das mutações 
causadoras da doença. No estado do Espírito Santo, onde 
a população estimada pelo Instituto Brasileiro de Geografia 
e Estatística (IBGE) em 2008 é de aproximadamente 
3.500.000 habitantes8, e admitindo que a prevalência da 
CH seja similar à encontrada em outros continentes (1:500), 
é provável que haja cerca de 7.000 pacientes com CH no 
estado, o que justifica esforços para identificá-los de forma 
adequada, bem como os carreadores familiares. 

Métodos 

Pacientes 
Os pacientes incluídos no estudo foram selecionados a partir 

da revisão dos arquivos do Setor de Ecocardiografia do Hospital 
Universitário Cassiano Antonio Moraes - Universidade Federal do 
Espírito Santo (HUCAM - UFES). Pacientes com um diagnóstico 
ecocardiográfico de CH foram contatados e convidados a visitar 
o hospital, onde receberam informações sobre os objetivos da 
pesquisa, onde poderiam ser imediatamente incluídos, se assim 
o desejassem. 

Avaliação clínica 
Cada indivíduo foi submetido a um exame clínico-cardíaco, 

incluindo histórico, exame físico e ecocardiografia, conduzido 
por cardiologistas com experiência em CH.

Ecocardiografia com Doppler 
Os ecocardiogramas foram conduzidos por cardiologistas 

experientes, usando um equipamento modelo Acuson 
Sequoia 512 (Mountain View, CA, USA), com transdutor de 
multifrequência (2,0 a 3,5 MHz), segunda harmônica e Doppler 
tecidual. Os pacientes foram examinados em decúbito lateral 

esquerdo e os registros foram gravados em expiração não-forçada. 
As medidas ecocardiográficas em modo unidimensional foram 
obtidas durante o exame, bem como as medidas da velocidade e 
fluxo miocárdicos (Doppler pulsado, Doppler tecidual e Doppler 
contínuo). O principal critério para o diagnóstico da CH foi o 
critério ecocardiográfico, através da demonstração inequívoca 
de espessura miocárdica ≥ 15 mm em qualquer segmento do 
VE na ausência de outra doença cardíaca ou sistêmica que cause 
hipertrofia ventricular.

Extração de DNA 
O DNA total foi extraído de 2 a 5 ml de sangue periférico, de 

acordo com a metodologia descrita por Miller e cols.9. O DNA 
extraído foi quantificado em um espectrofotômetro Thermo 
Scientific NanoDropTM® 1000 e diluído até a concentração de 
uso (10ng/μl) em água ultrapurificada. 

Reação em cadeia de Polimerase (PCR)
Os exons 15, 20, 21, 22 e 23 do gene MYH7 (cadeia beta 

de miosina pesada), 7, 16, 18, 22 e 24 do gene MYBPC3 
(proteína C cardíaca ligada a miosina) e 8 e 9 do gene TNNT2 
(troponina T cardíaca) foram amplificados através de PCR em 
um termociclador Applied Biosystems, modelo Veriti®, usando 
primers descritos no banco de dados CardioGenomics6.

Screening de mutações
Após a amplificação por PCR, o screening de mutações foi 

realizado pela técnica de polimorfismo de conformação de 
filamento único ou polimorfismo de conformação de fita simples 
(SSCP, do inglês “Single Strand Conformation Polymorphism”). 
Aproximadamente 10µl de cada produto da PCR foi misturado 
com 2µl de tampão de carregamento para SSCP. As amostras 
foram desnaturadas a 94°C por 10 minutos, mantidas no gelo 
e aplicadas aos géis. Os géis foram submetidos à eletroforese a 
6W por 12 a 16 horas. Após a corrida, os géis foram corados 
com nitrato de prata, de acordo com a metodologia descrita 
por Bassam e cols.10.

Análise de sequenciamento e alterações
 Os fragmentos com migração anormal no gel foram 

sequenciados na plataforma de sequenciamento de DNA da 
Embrapa – Laboratório Cenargen – em Brasília, DF, Brasil. 
A análise das alterações foi feita com base na sequência de 
referência (MYH7: NG_007884, MYBPC3: NG_007667, TNNT2: 
NG_007556) do banco de dados de sequências gênicas do 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) disponível 
online11, e comparadas com as alterações já descritas no banco 
de dados Cardio Genomics, disponível online6.

Grupo controle
Foram coletadas amostras de sangue de um grupo controle, 

composto de 64 voluntários adultos, não-aparentados, com 
saúde aparentemente normal, nenhum histórico familiar de 
cardiomiopatias, normotensos, com exame físico normal e 
eletrocardiograma normal, que foram submetidas ao mesmo 
processo das amostras de pacientes com CH fenotipicamente 
demonstrada. 
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Considerações éticas
Esse estudo foi aprovado sem restrições pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da Universidade Federal do Espírito Santo (Protocolo 
de Pesquisa N 058/07). Todos os pacientes e voluntários do grupo 
controle receberam informações sobre os procedimentos, riscos 
e benefícios do estudo e aqueles que consentiram em participar 
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Informado, também 
aprovado pelo Comitê de Ética. 

Resultados 
O grupo de estudo era composto por 20 pacientes, 10 do sexo 

masculino, com idade média de 45,7 anos. O grupo controle 
era composto de 64 pacientes (41 mulheres e 23 homens), com 
idade média 44,3 anos. As medidas ecocardiográficas obtidas 
dos pacientes são apresentadas na Tabela 1. Todos os pacientes 
apresentam hipertrofia septal assimétrica > 15 mm, aumento 
do átrio esquerdo como resultado da disfunção diastólica do VE 
(normal até 40 mm), diâmetros ventriculares internos normais 
(variação 55 mm), exceto em 2 pacientes com dilatação leve e 
diminuição da fração de ejeção em apenas 1 paciente (≥ 55% 
normal). Em repouso, somente 25% dos pacientes apresentavam 
gradientes > 30 mmHg na via de saída do VE (CH obstrutiva).

Os resultados da análise por SSCP e o sequenciamento 
mostraram 14 alterações, incluindo duas mutações, 6 variações 
raras de sequência e 6 polimorfismos. Os exons estudados estão 

Tabela 1 - Medidas ecocardiográficas dos pacientes

RG AE (mm) DDVE (mm) SIV (mm) PP (mm) FEVE (%) Grad (mmHg)

P1 48,5 43 20,2 11,5 81,4 40

P2 48,6 49,8 20,7 8,9 72,9 12

P3 54 46 16 9 71 0

P4 44 44,7 23,2 12,9 77,4 57

P5 41,8 47,6 21,5 8 71,8 0

P6 48,9 42,4 16,6 12,4 75,6 38

P7 48,2 37,4 24,3 9,3 72,6 10

P8 55,7 48,2 20,7 15,4 60,1 12

P9 41,2 52,6 19 10,3 71,5 0

P10 58,9 58,1 17 10,9 49,6 0

P11 39,1 47,3 16,6 13,8 55 0

P12 41 39,8 25 10,1 66,7 0

P13 52,5 42,3 30,7 13,7 69,7 0

P14 40 43,1 22,7 12,6 69,5 12

P15 65,7 57,2 28,1 15,1 72,6 112

P16 33,2 47 16 7,4 79 0

P17 37,5 42,3 16 9,5 70 0

P18 50 45,7 21,9 11,1 71 0

P19 69 55,1 19 11 69 0

P20 44 52 16 11 63 85

AE - diâmetro diastólico do átrio esquerdo; DDVE: diâmetro diastólico do ventrículo esquerdo; SIV: espessura do septo interventricular; PP: espessura diastólica da 
parede posterior; FEVE: fração de ejeção do VE; Grad: gradiente sistólico de pico na via de saída do ventrículo esquerdo.

envolvidos em 139 das 441 mutações descritas para todos os 
genes, pouco acima de 31%. 

No gene MYH7, identificamos dois polimorfismos no intron 
19, ambos substituições A>G. O primeiro foi identificado na 
posição c.13615-64 e apresentou uma frequência de 25% nos 
pacientes e 19,5% nos controles. O segundo polimorfismo foi 
identificado na posição c.13615-64 e apresentou uma frequência 
de 100% nos controles e pacientes estudados. No intron 22, uma 
variação rara de sequência foi identificada, uma substituição T> 
C na posição c.14663 +32. No exon 22, uma variação rara de 
sequência também foi encontrada, uma substituição A> C na 
posição c.14537, que altera o códon de TCC para TCA, ambos 
serina. No exon 23, dois polimorfismos caracterizados por uma 
substituição T> C foram encontrados: o primeiro foi identificado 
na posição c.15355 e modifica o códon GCT para GCC, ambos 
alanina, e apresentavam uma frequência de 5% nos pacientes e 
1,56% nos controles. O segundo, na posição c.15431, altera o 
códon de CTG para TTG, ambos leucina, e foi identificado com 
uma frequência e 2,5% em pacientes e 0,78% nos controles. 

No gene MYBPC3, a mutação G> A do tipo substituição foi 
identificada em um paciente (Figura 1). A mutação está localizada 
na posição c.11642 no exon 16 e altera o códon de GAG> 
AAG, dessa forma alterando o aminoácido, de ácido glutâmico 
para lisina. Além disso, uma variação rara de sequência e um 
polimorfismo foram encontrados no intron 22. A alteração foi 
identificada na posição c.13999+118 e é uma substituição G> 
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A. O polimorfismo foi caracterizado por uma substituição C> G 
e foi identificado na posição c.15130+19, com uma frequência 
de 5% em pacientes e 3,125% em controles. Uma mutação 
do tipo substituição de C> T foi encontrada no exon 9 de um 
paciente na posição c.8772 do gene TNNT2 (Figura 2). Essa 
substituição altera o códon de CGG para TGG, assim mudando 
o aminoácido de arginina para triptofano. Além da mutação, 
duas variações raras de sequência foram identificadas no intron 
8 e um polimorfismo foi identificado no exon 9. A primeira 
alteração era uma substituição G> C na posição c.8459+130 e 
a segunda era uma substituição C> T na posição c.8762-20. O 
polimorfismo identificado era uma substituição C> T na posição 
c.8816, que altera o códon de ATC> ATT, ambos isoleucina. 
O polimorfismo apresentava uma frequência de 69,44% em 
pacientes e 71,88% nos controles. O resumo dos resultados 
pode ser visto na Tabela 2. 

Discussão

Mutações
Gene MYBPC3, exon 16
A substituição G → A encontrada no exon 16 do gene 

MYBPC3 do paciente P4 altera o códon de GAG, que codifica 
acido glutâmico, para AAG, que determina lisina. Essa mutação 
foi inicialmente descrita por Seidman e cols.12 em heterozigose 
composta com a mutação p.E258K no exon 7 do gene MYBPC3. 
Olivotto e cols.13 também descreveram essa mutação em 
heterozigose composta com a mutação p.E258K. Embora seja 
pouco provável que os pacientes dos estudos mencionados acima 
sejam o mesmo indivíduo, não podemos afirmar que não sejam 
aparentados (comunicação pessoal). Assim, a mutação p.E441K 
ainda não foi descrita sozinha, então não está claro se ela é capaz 
de causar a doença quando expressa isoladamente. 

Olivotto e cols.13 relatam em seu estudo que os carreadores 

Fig. 1 - Alteração no fragmento contendo o exon 16 do gene MYBPC3 a) Screening de mutações por SSCP em gel de poliacrilamida a 5%. C1, C2 e C3 com padrão 
normal e P4 mostrando um padrão diferente b) seqüenciamento do fragmento contendo o exon 16 do gene MYBPC3 de P4, mostrando uma substituição G → A em 
heterozigose.

da mutação dupla apresentavam um fenótipo mais grave do 
que aqueles com mutação simples. O paciente do grupo de 
Seidman tinha 29 anos apresentava fenótipo grave, embora 
eles não tivessem mais informações detalhadas sobre o 
caso�(comunicação pessoal). O paciente P4 do presente estudo 
tem hipertrofia moderada, sem histórico familiar de morte súbita, 
sem relatos de síncope e não apresenta taquicardia ventricular 
não-sustentada no ECG dinâmico. O paciente se queixava de 
angina de esforço e a angiografia coronariana mostrou artérias 
coronárias sem processos obstrutivos.

Niimura e cols.14 observaram em seu estudo que a 
sobrevivência de pacientes com mutações no gene MYBPC3 era 
maior do que aquela observada com mutações no gene TNNT2 
ou alterações malignas no gene MYH7. De forma geral, os dados 
indicam que as mutações no gene MYBPC3 estão relacionadas 
com formas mais leves de CH em muitos pacientes com a 
doença. Em outro estudo independente com 22 famílias, Richard 
e cols.15 relataram que 90% das famílias que apresentavam 
mutações no gene MYBPC3 apresentavam prognóstico benigno 
ou intermediário. Alem disso, em seu estudo, eles encontraram 
alguns pacientes com dupla heterozigose ou homozigose para 
mutações e em tais casos, o fenótipo era descrito como sendo 
mais grave. Assim, nessas famílias, a idade do desenvolvimento 
da doença, o grau de hipertrofia e o prognóstico estavam 
relacionados ao número de mutações. Assim é improvável 
que os pacientes dos grupos de Seidman e cols.12 e Olivotto 
e cols.13 tenham um fenótipo mais grave devido somente à 
mutação p.E258K. Com base nos dados clínicos, sugerimos que 
a combinação das duas mutações, a p.E258K e a p.E441K, é 
responsável pelo fenótipo e ambas, isoladamente, são capazes 
de causar a doença, mas na sua forma mais leve, como é típico 
nas mutações do gene MYBPC3.

Além das evidências clínicas, alguns dados de estudos 
moleculares apóiam a hipótese de que a mutação p.E441K 
é patogênica. Várias substituições de acido glutâmico por 
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Fig. 2 - Seqüenciamento de fragmento contendo o exon 8 e parte do exon 9 do 
gene P5 TNNT2, mostrando uma substituição C → T em heterozigose.

lisina foram descritas como estando envolvidas na CH e 
na cardiomiopatia dilatada (CD) no banco de dados do 
CardioGenomics, disponível online6. Somente no gene MYBPC3, 
há 3 substituições Glu → Lis envolvidas com a doença. No gene 
MYH7, há 7 dessas substituições envolvidas com CH e uma 
envolvida com a forma dilatada. Há duas substituições em cada 
um dos genes TNNT2 e α-tropomiosina, e há uma substituição 
em cada um dos genes da α-actina, da cadeia leve essencial da 
miosina e da cadeia leve reguladora da miosina. 

Além disso, ao comparar a sequência de aminoácidos da 
proteína MYBPC3 disponível no banco de dados NCBI11 em 
vários animais, é evidente que a região onde a substituição 
ocorreu é bastante conservada no homem (Homo sapiens), 
camundongo (Mus musculus), rato (Rattus norvegicus), cão (Canis 
lupus familiaris), Boi (Bos taurus) e chimpanzé (Pan troglodytes), o 
que sugere que esta é uma região importante da proteína. 

Só é possível assegurar que essa mutação, na forma isolada, 
pode causar a doença se a mutação em outros exons desse gene e 
outros genes do sarcômero forem descartadas através de estudos 
familiares. Juntos, os dados clínicos e moleculares sugerem que 
a mutação p.E441K é patogênica. 

Gene TNNT2, exon 9 
A substituição C → T encontrada no exon 9 do paciente 

P5 gera uma alteração de códon de CGG para TGG, alterando 
o aminoácido de arginina para triptofano. Essa mutação, a 

p.Arg92Trp ou a p.R92W, foi primeiro descrita por Moolman 
e cols.16, com alta frequência entre os pacientes estudados, 
sugerindo um efeito fundador. Os dados clínicos de seus pacientes 
mostraram pequena hipertrofia, frequentemente indetectável, a 
espessura média máxima da parede dos pacientes estava dentro 
da variação normal, e isso se refletia na baixa penetrância da 
doença. Entretanto, o prognóstico associado com a doença era 
extremamente ruim, particularmente para jovens adolescentes 
do sexo masculino e jovens adultos. Além disso, dados desse 
estudo sugerem que as mutações no gene TNNT2 gene levam à 
insuficiência cardíaca congestiva, a uma frequência mais baixa 
do que as mutações no gene MYH7.

Em um estudo posterior, Moolman-Smook e cols.17 
investigaram 40 pacientes não-aparentados e novamente a 
mutação p.Arg92Trp apresentou alta frequência e os dados 
clínicos eram similares aos do estudo anterior. De acordo com 
os autores, a redução na expectativa de vida associada com essa 
mutação e o haplótipo bem preservado em muitas famílias sugere 
um evento mutacional recente. 

Em 2001, Varnava e cols.18 também publicaram um 
estudo realizado em Londres, no qual os pacientes com 
mutações no gene TNNT2 apresentavam maior desarranjo 
miocárdico, menor fibrose e peso do coração reduzido 
em comparação com pacientes que tinham mutações 
em outros genes. O estudo, portanto, sugere que o 
risco de morte súbita em pacientes com mutações nesse 
gene deve estar relacionado ao aumento do desarranjo 
miocárdico, independente do grau de hipertrofia. 
Entretanto, de acordo com Ackerman e cols.19, há 
exceções para todas as associações genótipo-fenótipo e 
esse é o maior impedimento para utilizar a genotipagem 
isoladamente como ferramenta clínica e prognóstica para 
pacientes individuais. Em seu estudo, um paciente com 
a mutação p.Arg92Trp apresentava hipertrofia extrema 
e sua mãe, afetada de forma similar, não apresentava 
hipertrofia, e não havia relatos de morte súbita na família. 
Os autores mencionam que há ainda muitos fatores que 
podem confundir o fenótipo, tais como a expressão e a 
variabilidade fenotípicas dentro de famílias, o pequeno 
tamanho das famílias estudadas, genes modificadores, o 
papel dos polimorfismos e outros fatores não-genéticos. 
Esses fatores combinados podem enfraquecer a premissa 
de que o risco de morte súbita está associado com uma 
mutação em particular. Eles acreditam que ainda não há 
conhecimento suficiente para determinar quais mutações 
causadoras de CH, combinação de mutações e fatores 
ambientais podem influenciar o desfecho clínico. Em 2003, 
Van Driest e cols.20 apresentaram um estudo com mutações 
no gene TNNT2, no qual os pacientes não apresentavam 
hipertrofia significante menor do que pacientes com 
mutações em outros genes e nenhum deles tinha histórico 
familiar de morte súbita. 

Em nosso paciente P5, a mutação p.Arg92Trp levou à um 
fenótipo que pode ser considerado grave, pois o paciente é 
bastante sintomático, apresentando hipertrofia moderada a 
grave e relatos de recorrência de síncope. Além disso, tivemos 
acesso ao ecocardiograma de seu filho de 18 anos, que 
apresenta hipertrofia maciça (33 mm), corroborando os relatos 
de Ackerman e cols.19.
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Tabela 2 - Alterações encontradas nos pacientes com CH e nos controles

Gene Exon Alteração Posição Tipo de
 Alteração 

Frequência alélica 

Pacientes Controles

MYH7

20 c.13615-64A>G Íntron 19 Polimorfismo 25% 19,5%

20 c.13615-64A>G Íntron 19 Polimorfismo 100% 100%

22 c.14663+32T>C Íntron 22 Rara variação de 
seqüência - -

22
c.14537A>C
TCC>TCA
Ser>Ser

Exon 22 Rara variação de 
seqüência - -

23
c.15355 T>C
GCT>GCC

Ala>Ala
Exon 23 Polimorfismo 5% 1,56%

23
c.15431T>C
TTG>CTG
Leu>Leu

Exon 23 Polimorfismo 2,5% 0,78%

MYBPC3

16
c.11642G>A
GAG>AAG

Glu>Lys
Exon 23 Mutação - -

22 c.13999+118G>A Íntron 22 Rara variação de 
seqüência - -

24 c.15130+19C>G Íntron 22 Polimorfismo 5% 3,125%

TNNT2

8 c.8459+130 G>C Íntron 8 Rara variação de 
seqüência - -

8/9 c.8762-20C>T Íntron 8 Rara variação de 
seqüência - -

9
c.8816C>T
ATC >ATT

Ile>Ile
Exon 9 Polimorfismo 69,44% 71,88%

9
c.8772C>T
CGG>TGG

Arg>Trp
Exon 9 Mutação - -

Variantes alélicas com frequências < 1% 
Cada uma das alterações classificadas como variantes alélicas 

com frequência menor que 1% foram identificadas em apenas 
1 indivíduo (paciente ou controle), dentre os 84 indivíduos 
analisados. Encontramos 5 alterações, 4 intrônicas e uma exônica 
do tipo silencioso, que não altera o aminoácido sintetizado. 

Alterações nos introns podem ou não afetar a proteína. A fim 
de corretamente identificar e ligar as sequências de RNA que 
codificam as proteínas, os exons devem se diferenciar dos introns. 
Há vários motivos preservados em sequências de nucleotídeos 
perto dos limites exon-intron que agem como sinais essenciais de 
splicing. Esses sinais estão envolvidos com a excisão de introns de 
RNA pré-mensageiros e a junção de exons. Elementos adicionais 
conhecidos como promotores e silenciadores são necessários 
para permitir um splicing normal das sequências exônicas. Esses 
elementos regulatórios podem estar próximos (até 50-100 pb) 
ou distantes (milhares de PB) dos sítios de splicing21.

Entre as mudanças encontradas, duas estavam em regiões 
próximas ao limite do exon (+32 a -20) e duas estavam 
em regiões mais distantes (+118 e +130). Somente com 
as técnicas utilizadas nesse estudo, não há evidência que 
essas alterações afetem a proteína. Variantes genômicas que 
afetam o splicing (SpaGVs) podem ocorrer em elementos 
regulatórios exônicos ou intrônicos e são difíceis de serem 

definidas somente pela sequência de nucleotídeos. Entretanto, 
essas alterações podem levar à anormalidades de splicing 
catastróficas. Em particular, SpaGVs podem induzir a exclusão 
de exons, ativação de sítios alternativos de splicing, ou podem 
alterar o equilíbrio de formas alternativa de splicing (isoformas) 
produzidas e assim, resultar em fenótipos da doença. A 
importância das variantes genômicas (VG) funcionais que 
estão localizadas longe dos sítios de splicing é ainda mais 
difícil de ser identificada do que a das adjacentes. Embora não 
estejam perto de quaisquer sequências regulatórias óbvias, tais 
variantes podem, por exemplo, causar a ativação de um novo 
sítio de splicing, que define os limites do exon21.

As outras variações raras de sequência encontradas eram do 
tipo silencioso. Tais alterações são geralmente desconsideradas 
por que não afetam a proteína sintetizada, mas estudos têm 
mostrado que elas podem ser importantes.

Mutações silenciosas são normalmente classificadas como 
polimorfismos alélicos e são consideradas neutras. Essas 
definições podem estar corretas em alguns casos, mas quando 
não são baseadas na caracterização do nível do mRNA, elas 
podem levar a erros, por que mutações que afetam a sequência 
são importantes para a modulação do splicing e podem levar 
à efeitos profundos na tradução do produto. Muitos estudos 
têm correlacionado mutações de ponto específicas em regiões 
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codificadoras com a exclusão do exon que contém a mutação. 
O fato de que as mutações silenciosas teoricamente causam a 
exclusão de um exon é particularmente significante, por que 
essas mutações precisam agir a nível do RNA. Essas mutações 
provavelmente alteram os elementos regulatórios que são 
importantes para o splicing correto. Ainda assim, é provável 
que essas mutações sejam sub-relatadas, por que elas podem 
ser incorretamente percebidas como polimorfismos neutros que 
não merecem maior caracterização22.

Não é possível afirmar que as variações encontradas aqui 
são patogênicas, já que estudos de RNA seriam necessários 
para isso. Entretanto, mesmo com técnicas sensíveis como as 
de sequenciamento direto e o estudo completo de todos os 13 
exons dos genes envolvidos na CH, a detecção de mutações em 
pacientes é bem sucedida em apenas 70% dos casos2,15. Assim, 
é possível que algumas mutações de splicing em intron ou exon 
sejam subestimadas e é por isso que acreditamos ser importante 
estudar essas alterações e publicar os resultados. 

Variantes com frequência alélica > 1% (polimorfismos)
Nesse estudo encontramos 6 polimorfismos, 3 na região 

intrônica e 3 dentro do exon. Recentemente, tem sido sugerido 
que as causas genéticas da suscetibilidade à doenças complexas 
podem estar além de mutações missense e nonsense, as quais são 
comumente estudadas em distúrbios genéticos simples. Dentro 
desse espectro, suspeita-se que polimorfismos que alteram a 
expressão gênica tenham um papel importante23.

Um estudo avaliou um polimorfismo frequente (mais de 
50%), caracterizado por uma deleção de 5pb no intron 3 do 
gene TNNT2 gene em hipertrofia cardíaca e descobriu que a 
frequência do alelo era significantemente mais alta em pessoas 
com hipertrofia ventricular esquerda do que na população 
normal24. O estudo também sugere que o genótipo em 
homozigose para a deleção pode estar associado com maior 
espessura de parede e aumento da massa ventricular do VE na 
população com hipertrofia. Entretanto, somente a presença do 
alelo não parece suficiente para causar a acentuada hipertrofia 
cardíaca. Os resultados sugerem, portanto, que o genótipo 
predispõe os indivíduos à hipertrofia cardíaca. 

Vários estudos têm mostrado que os polimorfismos em 
regiões distantes do sítio de splicing podem estar relacionados a 
doenças, afetando elementos regulatórios. Hoogendoorn e cols.23 
estudaram in vitro o efeito dos polimorfismos em promotores de 
splicing e descobriram que uma proporção surpreendentemente 
alta de polimorfismos, aproximadamente 1/3 em seu estudo, 
podiam alterar a expressão do gene em 50% dos casos ou mais. 
A frequência alélica dos polimorfismos identificados nesse estudo 
entre pacientes e controles não foi estatisticamente significativa. 
Isso sugere que os polimorfismos não afetam o fenótipo. Além 
disso, os dados clínicos dos pacientes que tinham ou não tinham 
polimorfismos eram similares. 

Nosso conhecimento dos elementos regulatórios do genoma 
humano ainda é limitado e os polimorfismos funcionais desses 
elementos não podem ser distinguidos de forma clara daqueles 
que não apresentam efeito, somente considerando sua 
sequência24. Dessa forma, consideramos relevante o estudo e 
a publicação dos polimorfismos, mesmo que estes estejam em 

regiões distantes dos sítios de splicing. 

Sensibilidade do método 
Nesse estudo, mutações foram identificadas em 2 de 20 

pacientes, 10% da amostra, portanto. Uma proporção mais 
alta seria esperada, já que os exons estudados são responsáveis 
por aproximadamente 31% das mutações já descritas. Várias 
possibilidades podem ser sugeridas para explicar a sensibilidade 
abaixo do esperado e entre elas, três merecem atenção. 

Primeiramente, o método em si não tem uma sensibilidade 
de 100% e esta diminui muito com o aumento do tamanho do 
fragmento25. Estudos sugerem que para fragmentos menores que 
200 pares de bases, mais de 90% das variações de sequência 
serão detectados. Quando o fragmento aumenta para 300 a 350 
nucleotídeos, mais de 80% das mutações serão detectadas. Em 
nosso estudo, apenas dois fragmentos tinham menos de 350 
pb. A técnica de SSCP foi capaz de detectar várias substituições, 
incluindo os fragmentos maiores, mas a sensibilidade do teste 
pode ser melhorada ao utilizarem-se fragmentos menores ou 
variando-se outras condições tais como a concentração de 
bisacrilamida, glicerol etc. 

Segundo, deve-se considerar o tamanho da amostra. No caso 
de um projeto piloto, com o uso de um método trabalhoso de 
screening genético, envolvendo várias etapas laboratoriais, o 
tamanho da amostra foi inicialmente considerado suficiente, 
dada a logística disponível, mas ele gera um impacto quando a 
sensibilidade do método é avaliada. 

Uma terceira possibilidade é o perfil da população local. A 
maioria dos estudos de genotipagem em pacientes com CH 
são do hemisfério norte e as frequências das mutações que 
causam a doença em países da América do Sul, como o Brasil, 
são ainda desconhecidas e pouco se sabe sobre sua frequência 
em países em desenvolvimento. Dada a miscigenação da 
população brasileira, é esperada alguma similaridade com outras 
populações mundiais, mas isso é especulação e é possível que 
a prevalência de genes afetados seja diferente do descrito para 
outras populações. Em 1999, um estudo na África do Sul mostrou 
que as mutações descritas como predominantes no mundo 
eram aparentemente raras no país17. Um estudo de pacientes 
espanhóis mostrou que, em comparação à outras populações, 
as mutações nos genes MYH7 e TNNT2 eram raras entre os 
pacientes estudados26 e uma taxa muito baixa de mutações foi 
encontrada em um estudo com pacientes na Finlândia27. Esses 
dados sugerem que cada região pode ter um perfil de mutação 
único e isso pode ter efeitos importantes na implementação do 
screening populacional. 

Conclusões
Considerando os objetivos do estudo, concluímos que a 

genotipagem dos pacientes com CH é factível em nosso país. 
Em relação às mutações, concluímos que é possível que a 
mutação p.E441K (p.Glu441Lys) no exon 16 do gene MYBPC3 
seja patogênica em sua forma isolada, promovendo um fenótipo 
menos grave do que quando associada à outra mutação e que a 
mutação p.R92W (Arg92Trp) no exon 9 do gene TNNT2 tem um 
fenótipo que não é tão homogêneo como descrito anteriormente 
e que pode levar à hipertrofia grave. 
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Até onde sabemos, esta é a primeira vez que uma 
mutação causadora de CH é descrita no Brasil. Dependendo 
da análise adicional, um dos pacientes nessa amostra 
populacional pode estar carregando uma nova mutação, 
quando comparada aos bancos de dados disponíveis. 
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