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Introduccion

El Sindrome de QT Largo (SQTL) se caracte-
riza por una grave alteracion en la repolari-
zacion ventricular, manifestada en el elec-
trocardiograma (ECG) por un alargamiento
en el intervalo QT' (QTc >44 oms en hom-
bres y >46 oms en mujeres. QTc=QT/VRR)
que predispone a arritmias ventriculares
malignas -taquicardia helicoidal- vy
muerte subita2 El corazdn en estos pacien-
tes es estructuralmente normal, salvo
algunas excepciones. Los afectados tienen
un cuadro clinico muy variable: pueden
cursar asintomaticos, presentar sincope
recurrente o bien muerte subita como pri-
mera manifestacion de la enfermedads.
Inicialmente se catalogd como un tras-
torno raro, y efectivamente, la presenta-
cion grave de la enfermedad es esporadica.
No obstante, los estudios genéticos han
podido estimar una incidencia de mutacio-
nes de 1/30003; este trastorno presenta
mas bien un gran espectro clinico, los
casos asintomaticos son quiza los mas fre-
cuentes. Estos casos presentaran sintomas
solo en determinadas situaciones, como
exposicion a farmacos que interactian con
los canales i6nicos cardiacos# 5, desequili-
brio hidroelectrolitico o situaciones de
estrés. La presentacion mas grave de la
enfermedad es la muerte subita, misma
que se define como la ocurrida de forma
natural, inesperada y rapida (<1hr) en per-
sonas sin datos previos de enfermedad
grave hasta el inicio de los sintomas®. La
principal causa de muerte subita es la car-

diopatia isquémica, pero en el 5 -10% de los
afectados en poblacion generaly el 30% en
poblacion joven (<35 afios), el corazén no
muestra alteraciones macroscopicas’. En
este grupo de individuos hay que descartar
una canalopatia arritmogénica como pro-
bable causa de la muerte®.

Planteamiento del Problema

EI SQTL fue identificado como canalopatia
arritmogénica en 19959 '°, representa la
primera canalopatia cardiaca en descri-
birse, desde entonces y hasta la fecha, se
han descrito 9 genes asociados al SQTL. El
entendimiento genético-molecular de este
trastorno ha permitido desarrollar trata-
miento especifico y generar una correla-
cion fenotipo-genotipo™ en la cual se
puede pronosticar el canal afectado una
vez realizada la evaluacion clinica deta-
llada™. Si bien los avances en la materia en
los ultimos 10 anos han sido sorprenden-
tes, todavia en un 25% de los casos no ha
sido posible identificar alteraciones en los
genes conocidos, por lo que deben existir
otras proteinas implicadas en este sin-
dromeB. En forma reciente, se le ha dado
especial atencion a las proteinas que inte-
ractian y modulan los canales ionicos’;
también han llamado la atencion los poli-
morfismos en dichos canales que si bien
inicialmente se consideraron “benignos™4,
ahora se sabe que desempenan un papel
importante modulando la gravedad del



fenotipo™. Se ha establecido que estos
polimorfismos tienen una distribucion
étnica diferente, algunos de ellos se
encuentran en poblacién negra@ otros en
poblacion asiatica o caucasica’. No sabe-
mos la frecuencia con que cada uno de
estos genes y polimorfismos participa en
nuestra poblacion; el presente trabajo
constituye el primer esfuerzo realizado
para explorar este aspecto.

Hipétesis

1. En poblacion mexicana mestiza existen
variantes en los canales idnicos diferen-
tes a las observadas en otras poblaciones.

2. El fenotipo grave encontrado en la
poblacion seleccionada, se traduce en
mutaciones localizadas en sitios o vias
funcionales clave del canal idnico afec-
tado.

Objetivos del Estudio

1. Identificar las mutaciones responsables
en una cohorte mexicana con SQTL
catalogada como de alto riesgo de
muerte subita.

2. Identificar posibles nuevas mutaciones
en este grupo.

3. Identificar y estudiar familias donde
ninguno de los genes conocidos asocia-
dos al SQTL participen.

4. Estudiar el efecto funcional de algunas
de las mutaciones nuevas identificadas.

Estrategias y Métodos

Este proyecto se desarroll6 en 3 fases:

Fase 1
Caracterizaciéon Genético Molecular de 12
familias mexicanas con SQTL.

Entre Junio del 2004 y abril del 2005, 12
casos con SQTL con fenotipo severo fueron

detectados. Posterior a la firma de consen-
timiento informado, se procedio a realizar:
historia clinica, prueba de esfuerzo, moni-
toreo Holter 24hrs y electrocardiograma.
Se obtuvo muestra sanguinea para extrac-
cion de DNA de linfocitos periféricos de los
casos indice y familiares que aceptaron
participar en el proyecto. Se estudiaron las
regiones codificantes de los 9 genes aso-
ciados a SQTL por medio de PCR y secuen-
ciacion directa en las 12 familias. Todos los
cambios no sindnimos se buscaron en al
menos en 200 controles (400 alelos de
referencia).

Fase 2

Consistio en la busqueda de nuevos genes
posiblemente asociados a la enfermedad
en los casos con fenotipo positivo pero
genotipo negativo: Se identificaron 4 fami-
lias con fenotipo positivo pero sin mutacio-
nes en los genes asociados a SQTL hasta la
fecha; el abordaje en estos casos fue el
siguiente: determinacion del probable
canal afectado basado en el fenotipo,
seleccion de  genes  candidatos.
Dependiendo del tamano del geny el ana-
lisis de la estructura familiar, se utilizd
secuenciacion directa y/o ligamiento
genético.

Fase 3

Durante esta fase se realizo la expresion
funcional de algunas de las variantes
encontradas y no reportadas en la litera-
tura previamente; utilizando un modelo
heterdlogo de expresion ampliamente
aceptado para el estudio de mutaciones
que se sospechan generan trastornos en el
ritmo y/o conduccion cardiaca. Por medio
de mutagénesis dirigida se construyeron
algunas de las mutaciones encontradas y
se expresaron en células HEK293 para el
estudio electrofisiologico utilizando de |a
técnica de patch clamp.



La presente tesis esta estructurada a
manera de capitulos, mismos que repre-
sentan las conclusiones mas importantes
derivadas de este trabajo. En el capitulo | se
expone una revision amplia del tema, base
del desarrollo del proyecto de investiga-
cion. El capitulo Il presenta en detalle los
resultados generales iniciales del proyecto
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CAPITULO |

El sindrome de QT largo

Publicado en:
Rev Inv Clin 2007;59(2):57-72.
Nuevas Perspectivas en el Sindrome de QT Largo

Definicion y
Perspectiva Histérica

El sindrome de QT largo (SQTL) se carac-
teriza por una grave alteracion en la
repolarizacion ventricular traducida en el
electrocardiograma (ECG) por un alar-
gamiento en el intervalo QT que predis-
pone a arritmias ventriculares malignas -
torsade de pointes- y muerte subita. Fué
descrito clinicamente y electrocardiografi-
camente en 1957' por los doctores Anton
Jervell y Fred Lange Nielsen quienes publi-
caron sus estudios en una familia de
padres no consanguineos con 6 hijos, cua-
tro de los cuales tenfan sordera congénita
y episodios sincopales, tres de ellos tuvie-
ron muerte subita. El electrocardiograma
(ECG) de los casos mostraba un intervalo
QT inusualmente largo. Ambos padres cur-
saban asintomaticos, tenian un ECG nor-
mal y no presentaban problemas de audi-
cion. En 1964, Romano y Ward publicaron
en forma independiente un sindrome car-
diaco familiar caracterizado por sincope
recurrente, antecedente familiar de
muerte subita, prolongacion del intervalo
QT sin sordera neuronal® Los estudios
genéticos posteriores mostraron que el
sindrome descrito por Jervell y Lange

Nielsen, que se acompana de sordera neu-
ronal congénita, corresponde a mutacio-
nes homocigotas, con fenotipo muy grave
y alto riesgo de muerte subita. Por otro
lado, el sindrome conocido como Romano-
Ward corresponde a mutaciones general-
mente heterocigotas, los pacientes no pre-
sentan trastornos en la audicion y la
gravedad de la enfermedad es muy varia-
ble. Después de casi medio siglo, en 199534
se describieron los principales genes aso-
ciados a la enfermedad; el SQTL se recono-
Cio por primera vez como una canalopatia
cardiaca; constituye la primera en ser des-
crita como tal y es quiza, la canalopatia
arritmogénica mejor estudiada hasta la
fecha. El cuadro clinico es muy variable:
el paciente puede cursar asintomatico, pre-
sentar sincope recurrente, crisis convul-
sivas o bien muerte subita como primera
manifestacion de la enfermedad. Inicial-
mente se catalogé como un trastorno raro,
y efectivamente, la presentacion grave de
la enfermedad es esporadica pero la inci-
dencia de las mutaciones se estima en
1/3000 casoss, cerca del 32% de los porta-
dores asintomaticos pueden tener un QTc
en limites normales, transmiten la enfer-
medad a un 50% de su descendencia, son



mas susceptibles a desarrollar arritmias
malignas comparados con el resto de la
poblacion y hasta un 20% pueden volverse
sintomaticos®.

El SQTL presenta gran heterogeneidad
genética, se han identificado ya mas de
500 mutaciones distribuidas en hasta
ahora 9 genes: KCNQ1, HERG, SCN5A,
KCNE1, KCNE2, ANKB, KCNJ2, CACNA1, y
CAV3. A pesar de los avances en la materia,
25-30% de los pacientes, permanecen sin
diagnostico genético? 8. Es una enferme-
dad de presentacion principalmente
monogénica®, las variedades poligénicas o
compuestas suelen dar un fenotipo mas
grave; la penetrancia es muy variable, entre
el 25 y 9o%9 y ocasionalmente puede
haber variaciones en la expresividad de la
enfermedad -diversos fenotipos dados por
una misma mutacion-.

Los estudios genéticos moleculares desa-
rrollados en los Gltimos 11 anos, han per-
mitido realizar una importante correla-
cion genotipo-fenotipo y orientar asi el
tratamiento; también se han hecho
interesantes observaciones en cuanto a
susceptibilidad individual a desarrollar
arritmias al estudiar los efectos de poli-
morfismos frecuentes en la poblacion, lo
que ha motivado gran interés, sobretodo
en el area de farmaco genomica.

Clasificacion del Sindrome de QT Largo

Conceptos Generales

La clasificacion utilizada en el pasado se
basa en la presentacion homocigota o
heterocigota de la enfermedad, dando
lugar a los Sindromes de Jervell-Lange
Nielsen (con sordera) y Romano Ward (sin
sordera). La clasificacion actual enfatiza los
hallazgos genéticos, como se ilustra en la
tabla 1. En 1995-1996, se describieron los 3
principales genes asociados a la enferme-
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dad; codifican para unidades formadoras
del poro de los canales de potasio |, e I,y
de sodio Na1.5; explican cerca del 65% de
los casos. Si bien en los anos subsecuentes
se han anadido 7 genes mas a la lista, estos
explican tan solo cerca del 5% de los casos,
25% alun permanecen sin diagnostico
genético.

Los canales i6nicos son proteinas trans-
membranales encargadas de transportar
iones a través de la membrana celular; los
canales implicados en el SQTL son selecti-
vos o especializados en el transporte de un
solo ion y dependientes de voltaje. Los
fendmenos eléctricos y contractiles que
suceden en el cardiomiocito, son controla-
dos por estas estructuras. Los canales ioni-
cos forman complejos macromoleculares,
existe una unidad principal formadora del
poro del canal y proteinas auxiliares que lo
regulan. La afeccion en la funcion de un
canal en el SOTL se puede dar en estos dos
sitios, en la proteina principal o en las pro-
teinas regulatorias (Tabla 1.1).

La afeccién en la unidad formadora del
poro, conocida como alfa, genera los tres
subtipos mas comunes de SQTL: SQTL1
(afeccion en canal de potasio |,), SQTL2
(afeccion en canal de potasio |,) y SQTL3
(afeccién en canal de sodio); siendo los
mas frecuentes, han sido mejor caracteri-
zados clinicamente y genéticamente, en la
tabla 2 se describe la correlacion fenotipo-
genotipo de estas 3 principales formas. El
Sindrome llamado Jervell-Lange-Nielsen,
corresponde en la actualidad a las varieda-
des de SQTL 1y 5, caracteristicamente los
pacientes cursan con sordera congénita y
tienen mutaciones homocigotas o hetero-
cigotas compuestas que afectan la
corriente |, el Romano Ward abarca de la
variedad SQTL 1 a la 9 y los pacientes no
cursan con sordera.



Tabla 1.1 Genes Involucrados en el SQTL

Romano-Ward (Autosémico Dominante)

Tipo Locus Gen Proteina Corriente Efecto  Frecuencia (%)
SQTL 11p15.5 KCNQ1/KVLQT1 Principal, Subunidad o |, K l 30-35
SQTL2 7935-36 KCNH2/HERG Principal,Subunidad a. I, K ! 25-30
SQTL3 3p21-p24 SCNsA Principal, Subunidad o |, Ia 1 5-10
SQTL4 4925-927 ANKB Accesoria, Anquirina B Na/Ca 1 <1
SQTLs 219221 KCNE1/minK Accesoria, Subunidad B I, K l <1
SQTL6 219221 KCNE2/MiRP1 Accesoria, Subunidad B I, K l <1
SQTL7” 17923 KCNJ8 Principal, Subunidad a Kir 2.1 K | <1
SQTL8™  12p133 CACNA1 Principal, Subunidad o C 1.2 Catipo L 1 <1
SQTLg 3p25 CAV3 Accesoria, Caveolina 3 Na 1 <1
Jervell-Lange-Nielsen (Autosémico Recesivo)

Tipo Locus Gen Proteina Corriente Efecto  Frecuencia (%)
JLN1 1p15.5 KCNQ1/KVLQT1 Principal, Subunidad o |, K | > 905
JLN2 219221 KCNE1/minK Accesoria, Subunidad B s K | <05

* Sindrome de Andersen-Tawil
** Sindrome de Timothy

Sindrome de QT largo tipo 1 (SQTL1):

Los pacientes con SQTL1 suelen presentar
episodios de arritmia ventricular al reali-
zar ejercicio o al estimular el simpatico
(68%)'°; la natacion se ha descrito como un
deporte gatillo de arritmias en el SQTL1". La
penetrancia en este subtipo es cercana al
62%. Con frecuencia estos pacientes pre-
sentan una onda T de base ancha, con
duracion muy prolongada'>’ (Tabla 1.2).

Es el subtipo mas frecuente, explica 30-
35% de los casos. El gen afectado es el
KvLQT1 (0 KCNQ1) localizado en el cromo-
soma 11 (11p15.5), codifica la subunidad a,
del canal de potasio I.. EI potencial de
accion se prolonga por una disminucion de
la corriente saliente de K* durante fase 3
del potencial de accion.

Sindrome de QT largo tipo 2 (SOTL2):

Los pacientes con SQTL2 suelen presentar
arritmias ventriculares en respuesta al
estrés emocional (49%) o estimulos auditi-
vos subitos -ej. reloj despertador- y con
menos frecuencia durante el suefio (22%) o
al ejercicio (29%)™. Este subtipo es particu-
larmente susceptible a presentar arritmias
en el periodo post-parto. La penetrancia
estimada es del 79%, significa que hasta
un 20% de los casos pueden tener un ECG
no diagnostico. En el SOTL2, la onda T suele
ser de baja amplitud, bifida, con mues-
cas™’ (Tabla 1.2). El gen afectado es el
KCNH2 o HERG localizado en el cromo-
soma 7 (7935-36), el cual codifica la subuni-
dad o del canal de potasio |, ; explica 25-
30% de los casos. La disfuncién de este
canal, disminuye la corriente saliente de K*

n



durante la fase 3 del potencial de accion,
prolongando asi su duracion.

Sindrome de QT largo tipo 3 (SOTL3):

Los casos con SQTL3 tienen un riesgo
mayor de presentar arritmias malignas
durante el reposo (suefio) o bradicardia®.
La penetrancia de las mutaciones en el gen
SCN5A es cercana al 9o%. El ECG en el
SQTL3 suele mostrar onda T acuminada, de
aparicion tardia que deja observar con cla-
ridad el alargamiento del segmento ST'>"3
(Tabla 1.2). Estos pacientes suelen ser
menos sintomaticos que los casos con
SQTL1 0 SQTL2, pero los eventos son carac-
teristicamente mas letales.

El gen afectado en el SQTL3 es el SCN5A,
que codifica para la subunidad o del canal
de sodio Na 15, localizado en el cromo-
soma 3 (3p21-24); es causante de la enfer-
medad en 5-10% de los casos. La inactiva-
cion defectuosa del canal, permite la
entrada sostenida de Na*, durante la fase
2 del potencial de accion y prolonga su
duracion.

Sindrome de QT largo tipo 4 (SOTL4):

Es una variedad rara, explica cerca del 1%
de los casos. Condiciona un SQTL muy ati-
pico con un gran espectro de arritmias que
incluyen taquicardia ventricular polimor-
fica catecolaminérgica, fibrilacion auricu-
lar, transtornos en la conducciéon intraven-
tricular, disfuncion del nodo sinusal y
bradicardia’®®; con frecuencia los casos
tienen incluso el QTc en limites normales.
El gen afectado es el ANKB, localizado en el
cromosoma 4 (4q25-27); el cual codifica la
sintesis de anquirina-, proteina estructu-
ral que vincula proteinas de la membrana
del cardiomiocito con proteinas del citoes-
queleto, estas proteinas son: la bomba
Na/K ATPasa, intercambiador Na/Ca y el
receptor a inositol trifosfato (InsP_R). Las
mutaciones que causan pérdida de la fun-
cion de anquirina-b, resultan en un incre-
mento en la concentracion de calcio intra-
celular, asi como alteracion en la expresion
de N/K ATPasa e intercambiador Na/Ca; la
elevacion de las transientes de calcio da
lugar a post-despolarizaciones tempranas

Tabla 1.2. Correlacién Genotipo-Fenotipo en los SQTL mas frecuentes

Efecto
Funcional

Corriente Frecuencia

ionica

Tipo

ECG™

Desencadenante Penetrancia*

de evento cardiaco letal™

SQTL1  Potasio 1 30 -35%

Ejercicio (68%) 62%
Emociones (14%)
Suefo, descanso (9%)

Otros (9%)

SQTL2  Potasio 1 25 -30%

Ejercicio (29%) 79%
Emociones (49%)

Sueno, descanso (22%)

SQTL3 Sodio 1 5-10%

~N\
~ A~

Ejercicio (4%) 90%
Emociones (12%)
Suefio, descanso (64%)

Otros (20%)

*Penetrtancia se refiere a los casos que tienen la mutacion y manifiestan el fenotipo



y tardias, de esta manera, las arritmias ven-
triculares observadas en las mutaciones
del gen de anquirina-B se deben a despola-
rizaciones espontaneas generalmente en
respuesta a la estimulacion catecolami-
nérgica.

Sindrome de QT largo tipo 5 (SOTLS):

Es condicionado por cambios de secuencia
del gen KCNE1 localizado en el cromosoma
21 (21922.1-p22),"9 codifica la sintesis de la
subunidad B del canal I, conocida tam-
bién como subunidad minK que regula al
canal |, Explica menos del 1% de los casos.

Sindrome de QT largo tipo 6 (SQTL6):

El gen afectado es el KCNE2 localizado en el
cromosoma 21 (21g22.1).2° Codifica la subu-
nidad B del canal de potasio, conocida
también como subunidad MiRP1 que
regula al canal I, . Explica menos del 1% de
los casos.

Sindrome de QT largo tipo 7
o Andersen-Tawil (SQTLy):

Los hallazgos dismérficos y las alteracio-
nes electrocardiograficas de este sindrome
fueron descritas por primera vez en 1971
por el Dr. Andersen?, recapitulados en 1994
por el Dr. Tawil*%; pero la descripcion gené-
tico-molecular se publicé apenas en el afio
20013, El ahora conocido sindrome de
Andersen-Tawil (SAT), es un desorden auto-
somico dominante que se caracteriza por
paralisis periddica, desarrollo esquelético
anormal, arritmias ventriculares del tipo
de la extrasistolia ventricular frecuente
con susceptibilidad particular a desarrollar
fibrilacion ventricular, sobre todo en el
sexo femenino. Los trastornos del ritmo
descritos en el SAT son: extrasistoles ven-
triculares (41%), taquicardia ventricular
polimérfica no sostenida (23%), taquicar-
dia ventricular bidireccional (68%) y torsa-
des de pointes (3%).24 Algunos de los rasgos
dismorficos observados incluyen: estatura

corta, escoliosis, clinodactilia, hipertelo-
rismo, implantacion baja de orejas, microg-
natia y frente amplia. La expresividad de la
enfermedad es variable, lo que complica el
diagnostico oportuno.3?s 70% de los casos
se explican por mutaciones en el gen
KCNJ2 localizado en el cromosoma 17
(17923) que codifica la sintesis del canal
rectificador de potasio Kir 2.1; este canal
participa en la fase 4 del potencial de
accion. Varios autores cuestionan la inclu-
sion de este gen dentro del grupo causal
de SQTL pues el intervalo QTc en este sin-
drome se encuentra ligeramente prolon-
gado o incluso normal, pero la onda U
suele ser prominente, lo que ha dado lugar
a sobrevaloracion del intervalo QT. El lector
encontrara que algunos autores proponen
que las mutaciones en KCNJ2 generan el
SAT y no el SQTL7*4

Sindrome de QT largo tipo 8 (SOTLS):

Resulta de mutaciones en el gen CACNA1
que codifica el canal de calcio tipo L Ca 1.2,
localizado en el cromosoma 12 (12p13.3).
Ocasiona el sindrome de Timothy?®, carac-
terizado por malformaciones cardiacas,
deficiencia inmunologica, hipoglucemia
intermitente, trastornos cognitivos, incluso
autismo; fusiones interdigitales y QT largo
que predispone a arritmias cardiacas y
muerte subita?’. Explica menos del 0.5% de
los casos.

Sindrome de QT largo tipo 9 (SOTLY):

Esta variedad resulta de mutaciones en el
gen CAV3, localizado en el cromosoma 3
(3p25) que codifica la sintesis de Caveolina
3. Caveola es una invaginacion de la mem-
brana plasmatica implicada en endocito-
sis, homeostasis de lipidos y transduccion
de senales; un importante componente de
esta estructura es Caveolina de la cual se
conocen 3 subtipos; el subtipo 3 es especi-
fico de musculo esquelético y cardiaco.
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Algunos canales ionicos se co-localizan en
caveola, incluido la isoforma cardiaca de
canal de sodio Nai5; recientemente se
describieron diversas mutaciones en esta
proteina que alteran las propiedades biofi-
sicas del canal de sodio Na 1.5 in vitro,
generando un fenotipo similar al obser-
vado en el SQTL3%. Se estima que explica
<1% de los casos.

Mutaciones de la Variedad
Jervell Lange-Nielsen

Esta grave forma de SQTL es causada por
mutaciones homocigotas®® o heterocigo-
tas compuestas en los genes KCNQ1 y/o
KCNE1 que codifican la corriente |, es
decir, se trata de una variedad muy grave
de las formas SQTL1 o SQTLs. Caracte-
risticamente se asocia a sordera congé-
nita; los pacientes suelen tener un QTc >
500 ms, sincope recurrente y alto riesgo de
muerte subita. Los padres de los pacientes
con esta variedad son generalmente hete-
rocigotos y manifiestan una enfermedad
menos grave o incluso pueden ser asinto-
maticos3°.

Diagnostico del SQTL

Indice de Puntuacion de Schwartz

En 1985, Schwartz PJ y cols. publicaron los
criterios diagnosticos para el SQTL, modifi-
cados en 19933; representan una impor-
tante guia en la evaluacion inicial de los
casos potenciales; utiliza un puntaje del 1
al 9 segun la historia familiar, hallazgos cli-
nicos y electrocardiograficos; si el indice de
puntuacion es <1 la probabilidad de pade-
cer la enfermedad es baja, 2-3 Intermedia y
>4 alta (Tabla 1.3).

Diagnéstico Prenatal del SOTL

La bradicardia fetal puede ser una de las
primeras manifestaciones clinicas en el
SQTL. En series retrospectivas, se ha docu-
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mentado que hasta un 70% de los pacien-
tes diagnosticados en la infancia, tienen
este antecedente, mismo que suele ir
acompanado de hidrops fetalis.3 La evalua-
cion de la repolarizacion cardiaca fetal
entre la semana 14 y 39, es un método Util
para diagnostico oportuno del SQTL.33

Mosaicismos gonadales para SQTL se han
asociado a pérdidas fetales recurrentes
durante el tercer trimestre del embarazo.34
Si la sospecha de la enfermedad es muy
alta, la amniocentesis a partir de las 16
semanas de gestacion puede ser de utili-
dad para el diagndstico, que resulta senci-
llo cuando alguno de los padres es cono-
cido como portador de una mutacion
determinada.s3s

Estudio del paciente con SOTL

Historia Clinica

Los antecedentes familiares y/o personales
de muerte subita son de crucial importan-
cia tanto para el diagnostico del SQTL, su
utilidad para la estratificacion de riesgo ha
sido controversial. Los factores precipitan-
tes y el contexto del sincope, puede suge-
rirnos el subtipo de SQOTL. En la valoracion
inicial de un caso sospechoso, se debe des-
cartar el uso de farmacos que pudieran
prolongar el intervalo QT.

El intervalo QT Cudnto es lo normal?

El intervalo QT se debe medir de preferen-
cia en las derivaciones Il 0 V53 donde se ha
documentado que tiene mayor poder pre-
dictivo3”. Traduce la duracion de la repolari-
zacion ventricular y se mide desde el inicio
de la onda Q hasta el final de la onda T.
Convencionalmente, se utiliza la férmula
de Bazett3® para corregir la duracion del
intervalo de acuerdo a la frecuencia car-
diaca (QTc=QT/VRR, expresado en segun-
dos). Si bien la medicidén de este intervalo
parece sencillo, en un estudio multicén-



Tabla 1.3: Puntaje de Schwartz para el diagnéstico de SQTL (1993)

Variable

Puntos

Electrocardiograma
QTc ms* > 480

460 - 470

450 (hombres)

Torsades de pointes

Alternanciaenonda T

Muescas Onda T 3 derivaciones

Bradicardia*

Historia Clinica
Sincope®
Con estrés
Sin estrés
Sordera Congénita

Historia Familiar™

Familiares con SQTL confirmado’

05

05

Muerte Subita inexplicada en familiares de primera linea <30 anos 05

*QTc calculado con la férmula de Bazett's formula (QTc = QT/ VRR)

# Mutuamente excluyentes

¥ Frecuencia Cardiaca en reposo por debajo de la sequnda percentila para edad

™ El mismo familiar no debe ser considerado en ambos
t Puntaje Schwartz > 4

<1 punto = Baja probabilidad, 2-3 puntos = Probabilidad intermedia, 24 puntos = alta probabilidad

trico realizado por Viskin y cols., <40% de
los médicos no cardidlogos, <50% de los
cardidlogos y >80% de los arritmidlogos,
supieron medirlo correctamente3d. Es
aconsejable la medicion manual por el
médico y no confiar en las mediciones
automatizadas que si bien son Uutiles para
otros intervalos, suelen ser inprecisos en el
calculo del intervalo QT. Es un intervalo
dindmico, los limites normales dependen
de varios factores; si bien se ha conside-
rado anormal un intervalo QTcz440mseg
en los hombres y 2460mseg en las muje-
res, en este rango podemos encontrar

tanto portadores de mutaciones, como
sujetos sanos (Figura 1.1). Vincent4® demos-
tré que en familias con SQTL1, ninglin caso
con genotipo positivo tuvo un QTc<gioms
y ninguno con genotipo negativo tuvo un
QTc>470ms. Monig y cols. mostraron
recientemente que un QTc>440mseg es
eficaz para detectar pacientes con muta-
ciones asociadas SQTL, un QTc>470mseg es
util para detectar aquellos en riesgo de
desarrollar sintomas y un QTc>soomseg se
encontro en pacientes sintomaticos en tra-
tamiento.?’
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Figura 1.1

Modelo de distribucion del intervalo QT corregido por frecuencia (QTc) en pacientes con mutaciones en
KVLQT1, HERG o SCN5A y sus familiares no afectados. La curva a la izquierda describe la distribucion de los

afectados y la derecha de los no afectados.

Otras alteraciones electrocardiogrdficas
asociadas al SQTL:

Los pacientes con SQTL pueden presentar
multiples alteraciones en la onda T:#alter-
nancia en la polaridad, apariencia bifasica,
variaciones en la amplitud, muescas, entre
otras. La alternancia de la onda T (Figura
1.2A) se define como la variacion latido a
latido de la amplitud, morfologia y polari-
dad delaondaTen ritmo sinusal, sin varia-
ciones en el complejo ORS. Constituye un
indicador de inestabilidad eléctrica%?,
refleja dispersion regional en la repolariza-
cion ventriculary en ocasiones precede a la
fibrilacion ventriculars.

Los pacientes con SQTL pueden cursar con
signos de disfuncion del nodo sinusal, bra-
dicardia y/o pausas#. Los subtipos SQTL1y
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SQTL3, particularmente este dltimo, pre-
sentan con frecuencia bradicardia sinu-
sal4s, mientras el SQTL4 ha sido asociado a
disfuncion del nodo sinusal™®.

Desde los afios 70-80’s se observo la coe-
xistencia de trastornos en la conduccion
auriculo-ventricular con el SQTL4® (Figura
1.2B). El bloqueo AV 2:1 es una manifesta-
cion infrecuente pero de mal prondstico,
que puede presentarse desde la etapa fetal
en forma de bradicardia persistente. La
incidencia ha sido reportada entre 4y 5%%,
y se asocia a una alta mortalidad a pesar
del tratamiento con beta-bloqueadores
y/0 marcapaso*®49, Este fendmeno puede
explicarse por la exagerada duracion del
potencial de accion. Al alargarse el periodo
refractario ventricular, el siguiente impulso



procedente de la actividad sinusal, es blo-
queado por encontrar a los ventriculos aun
en periodo refractario. Esta alteracion
parece ser particular del SQTL, pues el
periodo refractario ventricular es mayor
que en el sistema de conduccion AV5© El
complejo ORS es usualmente angosto y el
bloqueo se ha localizado a nivel infrahi-
siano,455°5" pero el sitio de bloqueo pudiera
depender del genotipo. Hasta el momento
4 genes han sido relacionados a bloqueo 2:1
en el contexto de SQTL: HERG(SQTL2)5>53,
SCN5A(SQTL3)S'y CACNA1(SQTLS)?®.

La arritmia ventricular caracteristica del
SQTL es la conocida torsade de pointes
(Figura 1.2C); se presenta cuando el inter-
valo QT se prolonga, independientemente
de la etiologia. Es una taquicardia ventricu-
lar polimorfica por reentrada, caracteri-
zada electrocardiograficamente por un
giro continuo del eje del QRS sobre una
linea imaginaria; suele ser precedida de
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una pausa seguida de una extrasistole -
intervalo RR “corto-largo-corto”- como se
muestra en la figura 1.2C%%¢. Puede culmi-
nar en fibrilacion ventricular y muerte
subita. Si esto no sucede el paciente puede
experimentar solo un sincope, o incluso, si
el episodio es breve, puede pasar desaper-
cibido.

Holter

El monitoreo Holter permite una valora-
cion amplia y dinamica del intervalo QT;
en ocasiones, pueden registrarse episo-
dios espontaneos de arritmia ventricular
asintomatica, asi como posibles episo-
dios de disfuncion del nodo sinusal o blo-
queo AV.

Prueba de Esfuerzo

Los pacientes con SQTL no suelen alcanzar
la frecuencia maxima esperada calculada
para la edad, asi mismo, el intervalo QT al
esfuerzo puede tener un comportamiento

|
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Alteraciones electrocardiograficas en el SQTL. (A) Alternancia eléctrica de la onda T. (B) Bloqueo
auriculoventricular 2:1. (C) Torsades de pointes autolimitada

Figura 1.2



paradojico, alargandose en lugar de acor-
tarse.5758 El comportamiento electrocardio-
grafico durante la prueba de esfuerzo, sera
diferente segun el subtipo SQTL. Los
pacientes con SQTL1 ademas de no llegar a
la frecuencia cardiaca maxima calculada
para la edad, frecuentemente alargan el
intervalo QT, mientras que aquellos con
SQTL2, suelen alcanzar la frecuencia car-
diaca esperada, y prolongar solo discreta-
mente el intervalo QT, o incluso no prolon-
garlos9b°. los pacientes con SQTL3
normalmente tienen una respuesta fisio-
logica al ejercicio, esto es, acortamiento
normal del intervalo QT®. Este estudio
también puede ser util para valorar la res-
puesta al tratamiento y estratificar el
riesgo en los casos asintomaticos o en
quienes queda duda de los factores preci-
pitantes de las arritmias.

Tamizaje Genético

El estudio genético en el SQTL ha sido limi-
tado el los Gltimos anos a laboratorios de
investigacion; recientemente se desarroll6
un estudio comercial para esta enferme-
dad. La informacion derivada del estudio
genético es de gran utilidad en el manejo
de los enfermos, en particular en los casos
de alto riesgo. La principal aplicacion es
quiza en el consejo genético, pero tambign
tiene importantes implicaciones en el tra-
tamiento que puede orientarse segun el
canal afectado. La localizacion precisa de
una mutacion dada, puede otorgar infor-
macion adicional en cuanto a la evaluacion
del riesgo; mutaciones en la region trans-
membranal de KCNQ1 (I,) tienen mayor
probabilidad de presentar eventos arritmi-
cos que las mutaciones en la region C-ter-
minal®; asi mismo, mutaciones en la
region del poro de KCNH2 o HERG ©3 com-
paradas con mutaciones en la region N o
C-terminal®4.

El escrutinio inicial quiza se pueda limitar
a los genes KCNQ1, HERG y SCN5A con posi-
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bilidad de encontrar mutaciones en un 65-
70% de los casos; en caso de obtener resul-
tados negativos, se puede ampliar el tami-
zaje a los genes KCNE1, KCNE2, ANKB,
KCNJ2, CACNA1, y CAV3, lo que permitira
incrementar la posibilidad de resultados
positivos en un 5-10%.

Tamizaje Genético Postmortem

Interesante ha sido el hallazgo de muta-
ciones en genes que condicionan SQTL en
casos de ninos con muerte de cuna
(muerte subita infantil) y en casos de
muerte subita inexplicable en el adulto
joven.

El estudio genético post-mortem en
pacientes con muerte subita y autopsia
negativa ha mostrado mutaciones que
condicionan  SQTL en porcentajes
variables®56667 cercanos al 10% en la
muerte subita infantil y al 35% en la
muerte subita del adulto joven®87°,
Basados en estos resultados se ha pro-
puesto realizar electrocardiograma de
rutina en todos los neonatos7.

El estudio genético postmortem, también
conocido en la literatura como “autopsia
molecular”, ademas de tener repercusio-
nes legales, tiene importantes implicacio-
nes en los familiares de los casos que
pudieran estar afectados sin saberlo.

Polimorfismos Regulatorios

Se han descrito diversos polimorfismos
frecuentes en la poblacion distribuidos en
practicamente todos los genes asociados
al SQTL. Si bien estos cambios no son apa-
rentemente patogénicos, algunos pueden
tener los siguientes efectos:’37°

1. Generar susceptibilidad individual para
desarrollar arritmias

2. Favorecer el efecto patogénico de otro
cambio no sinbnimo

3. Disminuir el efecto patogénico de otro
cambio no sinénimo



Como el polimorfismo K897T en KCNH2
(HERG), con una frecuencia en la poblacion
de hasta un 15%, ha sido asociado no sélo a
susceptibilidad a determinados farma-
cos,”7 también favorece el efecto patogé-
nico de mutaciones en el mismo gen.’®
Otro ejemplo es el polimorfismo S1103Y en
el gen SCNsA encontrado principalmente
en poblacion negra con una incidencia cer-
cana al13%,y asociado a un incremento en
el riesgo de muerte subita infantil.78

Interesante también, ha sido la descripcion
de dos sitios de procesamiento alternativo
en el producto del gen SCN5A que codifica
la isoforma de canal de sodio cardiaco
Na 15 en el humano, generando dos tipos
de canales de sodio, uno con 2016 aminoa-
cidos que contiene una glutamina en la
posicién 1077 (Q1077) y otro con 2015, que
carece de esta glutamina (Qio77del).
Transcritos de estos dos procesamiento
alternativos estan presentes en un mismo
corazon humano a razon de 2:1y diversos
polimorfismos frecuentes tendran un
efecto distinto en la funcién del canal
dependiendo del contexto Q1077 o
Q1077del. Esto fue demostrado inicial-
mente con el polimorfismo H558R de
SCN5A, presente hasta en un 30% de la
poblacion; al expresar Hs58R en el con-
texto de 01077 se observé una profunda
disminucion de la corriente idnica’d, efecto
similar se documento con el polimorfismo
S524Y8; estos hallazgos han dado elemen-
tos para explicar la variabilidad de la grave-
dad de la enfermedad asi como los distin-
tos fenotipos de una misma mutacion
observados en algunas familias™.

Prueba farmacoldgica con adrenalina
(epinefrina):
La prueba farmacolégica con adrenalina a
dosis bajas es una alternativa Gtil y segura
para desenmascarar los casos sospechosos
de SQTL con un QTc limitrofe. Es particular-

mente eficaz en detectar formas asinto-
maticas de SQTL1, con una sensibilidad del
92.5% y especificidad del 86%; valor predic-
tivo positivo del 76% y valor predictivo
negativo del 96%; puede ser Util también
en el diagnostico de el SQTL2, con menor
sensibilidad y especificidad. No es util para
el SQTL3 u otras formas de SQTL. En condi-
ciones normales, la estimulacion simpa-
tica induce la fosforilacion del canal de
potasio |, optimizando su funciony dando
lugar a un acortamiento del potencial de
accion. En pacientes con SQTL, en particu-
lar el tipo 1, se observa una respuesta para-
ddjica a la administracion de dosis bajas
de adrenalina (0.025- 0.2mg/kg/min), alar-
gando el intervalo QT mas de 30ms884,

Prolongacién del intervalo QT y torsades
de pointes inducida por farmacos:

Gran variedad de farmacos utilizados en
diversas especialidades médicas pueden
ocasionar el alargamiento del intervalo QT
en forma iatrogénica (Tabla 1.4). Incluso,
algunos medicamentos han sido retirados
del mercado por este indeseable efecto (p
ej. astemizol, cisaprida, entre otros, para
mayor detalles consultar el portal de inter-
net www.gtdrugs.org).8586

Las arritmias ventriculares secundarias a
farmacos no antiarritmicos, se presentan
en menos de un caso por cada 10,000 —
100,000 expuestos. Considerando que los
estudios clinicos incluyen entre 2000 vy
3000 sujetos, es facil que este indeseable y
fatal efecto secundario escape a la detec-
cion como un efecto adverso en la fase cli-
nica del desarrollo de farmacos?® Este
punto ha generado enorme interés en lo
que se refiere a aspectos de seguridad en
el estudio y generacion de nuevas drogas.

Los factores relacionados a la susceptibili-
dad individual son: sexo femenino, hipoka-
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Tabla 1.4. Farmacos que prolongan el intervalo QT

Farmacos de Aplicacién Cardiolégica:

Sotalol, Amiodarona, Disopiramida, Dobutamina, Dopamina, Flecainida, Ibutilide, Efedrina, Norepinefrina,

Quinidina, Amrinona, Minrinona
Farmacos de Aplicacién Neuropsiquiatrica:

Amitriptilina, Hidrato de Cloral, Citalopram, Cloropromazina, Doxepina, Droperidol, Fluoxetina, Haloperidol,
Imipramina, Litio, Metadona, Metilfenidato, Paroxetina, Olanzapina, Risperidona, Tioridazina, Ketanserina

Farmacos de Aplicacién Gatroenterolégica:

Cisaprida, Domperidona, Octreotide, Ondansetron, Sibutramina, Droperidol

Farmacos de Aplicacién Neumolégica:
Salbutamol, Salmeterol, Terbutalina.
Farmacos Antimicrobianos:

Azitromicina, Ciprofloxacina, Claritromicina, Eritromicina, Clindamicina, Levofloxacina, Moxifloxacina, Ofloxacina,

Trimetroprim-Sulfametoxazol.
Farmacos Antivirales:
Amantadina, Foscarnet
Farmacos Antiparasitarios:
Cloroquina, Mefloquina, Pentamidina
Farmacos Antifungicos:
Fluconazol, Itraconazol, Ketoconazol, Voriconazol
Otros Farmacos:

Fenilefrina, Pseudoefedrina, Fenilpropanolamina, Tacrolimus, Tamoxifeno, Vardenafil, Astemizol

lemia, hipomagnesemia, bradicardia, insu-
ficiencia cardiaca congestiva, post-cardio-
version, fibrilacion atrial, hipertrofia ventri-
cular izquierda, SQTL no detectado,
polimorfismos predisponentes y altas con-
centraciones séricas de los farmacos pre-
disponentes®®.

El canal que por excelencia interacciona
con farmacos es el |, codificado por el gen
KCNH2 (HERG). Esto se debe a la estructura
molecular de este canal; mientras que
otros canales de potasio tienen 2 residuos
prolina que se inclinan en forma angulada
hacia el poro del canal disminuyendo su
lumen, I, carece de ellos, generando un
vestibulo del poro mas amplio, lo que faci-
lita su exposicion a grandes moléculas; por
el contrario, tiene dos residuos aromaticos
(tirosina y fenilalanina) que facilitan enla-
ces con moléculas aromaticas presentes

20

en diversos farmacos capaces de bloguear
el canal®.

Como mencionamos anteriormente, el
SQTL tiene penetrancia incompleta, exis-
ten portadores asintomaticos de mutacio-
nes que pueden manifestar arritmias
malignas al recibir alguno de estos farma-
cos. Por otro lado, polimorfismos conside-
rados frecuentes en la poblacion, confieren
susceptibilidad individual a desarrollar tor-
sades de pointes con el uso de farmacos,
como sucede con el polimorfismo R1047L,
el segundo mas frecuentemente obser-
vado en KCNH2 y que se ha asociado a tor-
sades de pointes con el uso de la droga
dofetilide.9° Se han descrito por lo menos
20 polimorfismos en sujetos sanos en el
gen KCNH2 y su efecto en la susceptibili-
dad individual a desarrollar arritmias
malignas relacionadas a farmacos esta por



determinarse?'. En el canal de sodio Na, 1.5,
también se han documentado polimorfis-
mos que pueden conferir susceptibilidad a
desarrollar arritmias ventriculares, como
sucede con el polimorfismo Hs58R, que se
presenta en hasta un 30% de la poblacion;
o el S11o3Y, frecuente en afro-america-
nos7879.889293 y cuya implicacion en la sus-
ceptibilidad a determinadas drogas no ha
sido explorada.

El SQTL y embarazo:

El consejo genético es importante en esta
enfermedad pero en términos generales
no existe contraindicacién para el emba-
razo en las pacientes portadoras de SQTL,
aunque cada caso en particular es dife-
rente y debe evaluarse en su apropiado
contexto.

Se ha observado que el riesgo de presentar
arritmias ventriculares malignas dismi-
nuye durante la gestacion. Por el contrario,
hasta nueve meses después del parto se
ha reportado una mayor vulnerabilidad a
presentar arritmias malignas, en especial
en las pacientes portadoras de SQTL2. Este
riesgo disminuye en forma importante con
el tratamiento beta-bloqueador4.

Estratificacion de Riesgo:

La evolucion en el SQTL es muy variable,
siendo influenciada por la duracion del
intervalo QTc, factores ambientales, edad,
genotipo y respuesta al tratamiento.959°
Las arritmias ventriculares son mas fre-
cuentes en SQTL1 y SQTL2, pero son mas
letales en SQTL3%7. Como mencionamos,
las mujeres en postparto son particular-
mente susceptibles a arritmias malignas™.

Debe considerarse de alto riesgo el SQTL
asociado a:

1. Sordera congénita (sindrome de Jervell-
Lange-Nielsen)

2. Sincope recurrente por taqui-arritmias
ventriculares malignas

3. Antecedentes familiares de muerte
subita

. QTc » sooms

. Bloqueo AV 2:1

. Alternancia eléctricaenlaonda T
Genotipo de SQTL tipo 3

~ oV A

Los estudios realizados por Priori y cols. en
647 pacientes, mostraron que la probabili-
dad de presentar un evento mayor (sin-
cope, paro cardiaco, muerte subita) antes
de los 40 afos es alto (> 50%) cuando el
QTc > 500 mseg en SQTL1, SOTL2 o bien en
el sexo masculino cuando existe SQTL39%.
Recientemente, se reportd el analisis del
registro internacional de SQTL; se analizo
el riesgo de muerte subita en 2772 adoles-
centes con la enfermedad; concluyendo
que 3 eventos se asocian a mayor riesgo en
esta poblacion: QTc>530ms, historia de sin-
cope en los dltimos 10 afos y sexo; los
hombres entre 10-12 anos tuvieron mayor
riesgo que las mujeres, pero en el rango de
edad de 13 a 20 anos, el riesgo es el
mismo9.

Tratamiento

Los pacientes sintomaticos que no reciben
tratamiento tienen una mortalidad del
20% al anoy del 50% a 10 anos después de
un primer evento de arritmia ventricular. Si
bien es claro que en presencia de sintomas
hay que otorgar tratamiento, la conducta a
seguir en los pacientes asintomaticos es
aun motivo de debate; se ha documentado
que la parada cardiaca puede ser la pri-
mera manifestacion de la enfermedad en
el 9% de los casos,4” 12% de los casos asin-
tomaticos desarrollaran sintomas, incluso
muerte subita. El tratamiento inicial seran
los farmacos betabloqueadores y deben
iniciarse en todo paciente con SQTL como
medida inicial; la restriccion en el ejercicio
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sera recomendable pero sin duda los mar-
cadores clinicos y electrocardiograficos de
riesgo son de gran utilidad en la toma de
decisiones. Siempre sera importante infor-
mar a los pacientes sobre el riesgo que
existe en la utilizacion de los diversos far-
macos que como mencionados anterior-
mente, pueden prolongar el intervalo QT y
propiciar asi arritmias ventriculares.

El diagndstico genético ademas de permi-
tir un apropiado consejo familiar en rela-
cion a la enfermedad, ayuda a evaluar el
prondstico y permite orientar en forma
especifica el tratamiento.

Betablogueadores

Constituyen la primera linea de trata-
miento; todo paciente con diagnostico de
SQTL debe recibir betabloqueador en
forma inicial.99 Esta terapia reduce el
riesgo de eventos hasta en un 64%.98 Son
eficaces, en particular, en aquellos pacien-
tes con mutaciones en el canal I,
(SQTL1)@°, regulado en forma importante
por el sistema simpatico. No modifican el
intervalo QT, pero si su dispersion.’

Se ha demostrado que si bien los beta-blo-
queadores disminuyen la incidencia de
eventos cardiovasculares’©*'%3 10% de los
pacientes con SQTL1, 23% con SQTL2 y 32%
con SQTL3 tendran sintomas a pesar del
tratamiento™4. En particular, los pacientes
con SQTL3 no parecen obtener un benefi-
cio importante; de hecho, este grupo de
farmacos deberan usarse con cautela, pues
los episodios de arritmia ventricular en el
SQTL3 son mas comunes a frecuencias car-
diacas bajas. En términos generales, 32%
de los pacientes sintomaticos antes del ini-
cio del tratamiento con betabloqueador,
tendran recurrencia de los sintomas en los
primeros 5 anosy 14 % de aquellos que fue-
ron rescatados de un episodio de muerte
subita, presentaran otro evento similar en
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5 anos si solo reciben esta terapia's.

Se han utilizado diversos betabloqueado-
res en el tratamiento del SQTL: nadolol (0.5-
1mg/kg/dia), propranolol (2-4mg/kg/dia),
metoprolol (0.5-1mg/kg/dia) y atenolol(o.5-
1mg/kg/dia) principalmente. Este Ultimo
pudiera no ser benéfico en el SOTL, pues se
ha reportado que al menos 75% de los
casos que no respondieron a la terapia con
betabloqueadores, recibian atenolol, aun-
que este hallazgo pudiera estar relacio-
nado al uso de dosis suboptimas.’©?

Para establecer la dosis adecuada, es Util la
prueba de esfuerzo. La frecuencia cardiaca
maxima no debe superar los 130 Ipm bajo
tratamiento.

Bloqueadores de canales de sodio

Las mutaciones en el canal de sodio que
ocasionan el SQTL3 producen una inactiva-
cion defectuosa del canal; los bloqueado-
res de canales de sodio en estos pacientes
han mostrado ser de utilidad. Estudios rea-
lizados con flecainida muestran que
mejora la frecuencia cardiaca, las alteracio-
nes en la onda T y el intervalo QT™®. La
mexiletina también ha mostrado mejorar
los marcadores electrocardiograficos de
riesgo®°7°8 Estudios in vitro con ranola-
zina, han mostrado que disminuye los
efectos deletéreos condicionados por
mutaciones reportadas en el humano.'®d Si
bien los resultados son alentadores, hay
que considerar que no existe un estudio a
largo plazo que evalue esta terapia, ni se
ha reportado en un numero importante de
pacientes. Los blogueadores de canales de
sodio no se deben administrar si no existe
un diagnostico genético confirmado.

Potasio Suplementario y Farmacos que
facilitan su disponiblidad

El suplemento de potasio y/o la utilizacion
de farmacos ahorradores de potasio como



espironolactona; pueden disminuir el
intervalo QTc hasta en un 24% de los
casos"o™. Los farmacos que favorecen la
apertura de los canales de potasio como
apricalium, leveromakalium, nicornadil y
pinacidil, han mostrado ser utiles en el
manejo del SQTL; los subtipos que en par-
ticular se benefician son el SQTL1 y
SQTL2.m2

Marcapaso y Desfibrilador

La estimulacion con marcapaso ha sido
utilizada en los pacientes con arritmia
dependiente de pausa™™. Aquellos con
SQTL3 suelen beneficiarse mas de esta
terapéutica pues la prevalencia de bradi-
cardia es mayor. Se sugiere estimulacion
DDD en los casos con arritmia depen-
diente de pausa o bloqueo AV 2x1 o de alto
grado. Frecuencias programadas por
debajo de 70 Ipm™ no son utiles para pre-
venir arritmias ventriculares. Se reco-
mienda programar el sensor a una res-
puesta rapida pues estos pacientes suelen
tener una aceleracion inapropiada de la
frecuencia cardiaca en respuesta al ejerci-
cio. Todas aquellas funciones que impli-
quen la presencia de pausas, deben ser
apagadas como histéresis y la funcion noc-
turna. EI PVARP (periodo refractario auricu-
lar postventricular), debe ser lo mas corto
posible. La funcion de regulacion de fre-
cuencia debe ser encendida para prevenir
pausa post-extrasistolica. Hay que recor-
dar que el sobresensado de la onda Ty las
fallas en la captura, también pueden dar
lugar a pausas.

El desfibrilador automatico implantable
(DAI) aunado a la terapia con beta-bloque-
ador, disminuye en forma importante la
incidencia de muerte subita."®"® Su indi-
cacion es clara en los casos catalogados
como de alto riesgo." La programacion del
dispositivo variara segun las necesidades
del caso pero en general hay que evitar adi-

ministrar terapias a eventos autolimitados
asintomaticos; para este fin, se sugiere un
tiempo de deteccion mayor a 15 seg. Una
complicacion de la terapia con DAl es la
tormenta arritmica; se ha reportado que
cerca del 15% de los pacientes pueden pre-
sentarlay se debe, en buena parte, al incre-
mento del tono simpatico después de la
descarga del DAI"®; este problema puede
manejarse incrementando la dosis de
betabloqueadores, de no ser util esta
medida se debe considerar realizar resec-
cion de la cadena ganglionar simpatica.

Simpatectomia Izquierda

Desde 1971, se introdujo la gangliectomia
simpatica como opcion terapéutica util en
estos pacientes™. En 1991, Schwartz
publicé la primera serie de 85 casos con
pobre respuesta al tratamiento betablo-
queador, en los que se realizo estelecto-
mia izquierda con resultados alentadores,
pues se logrd una sobrevida a 5 anos del
94%™'. Actualmente se ofrece esta opcion
terapéutica a pacientes de alto riesgo,
cuando a pesar del tratamiento con beta-
bloqueador y/o marcapaso el paciente
persiste con sincope, o bien si una vez
implantado el desfibrilador, existen des-
cargas frecuentes.

El procedimiento consiste en realizar la
reseccion de la porcion inferior del gan-
glio estrellado y de las cadenas ganglio-
nares toracicas simpaticas izquierdas T2 a
T4, ya que la simple estelectomia
izquierda ha mostrado no ser suficiente-
mente efectiva. Se ha utilizado la toracos-
copia microinvasiva con buenos resulta-
dos™223, Recientemente se publico la
serie mas importante de pacientes trata-
dos con este método, la cual mostré una
reduccion significativa en los episodios
de sincope o muerte subita, asi como con
una sobrevida a 5 anos del 95%. En
pacientes con sincope previo, la sobre-
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vida a 5 anos fue del 97% con un 1% de
posibilidades de recurrencia, los cuales
fueron en la mayoria un solo evento sinco-
pal aislado. Asi mismo se encontré una
reduccion significativa del segmento QT
posterior a la simpatectomia izquierda. A
pesar de los buenos resultados, la preven-
cion de muerte subita no es completa,
pero se logra reducir a un 3%. En pacientes
portadores de un desfibrilador automatico
implantable en los que se realizo la cirugia
por la presencia de multiples descargas, la
media de eventos fue de 25 a o con una
reduccion del 95%. En el SQTL1, se confirmé
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Sodium Current Impairment is prevalent in a cohort of Mexican patients referred for long QT syndrome

and/ or mixed phenotype.

Resumen

Se han descrito hasta ahora nueve genes
que generan fenotipo de Sindrome de QT
largo (SQTL). En poblacién Caucasico-
Europea, el analisis genético es positivo en
el 75% de los casos, con mutaciones en
KCNQ1 (SQTL1) en el 30-35%, KCNH2 (SQTL2)
25-30%, SCN5A (SQTL3) 5-10%. El espectroy
prevalencia de mutaciones en otras razas
ha sido pobremente explorada. Entre junio
2004 y abril 2005, 12 probandos de origen
Mexicano (8 hombres, edad promedio 16 +
15 anos, promedio de QTc = 566 mseg) con
un fenotipo severo de SQTL, fueron referi-
dos para estudio genético. Una vez obte-
nido el consentimiento informado de
todos los participantes, se realizod analisis
mutacional de los exones y uniones exon-
intron de los genes KCNQ1 (SQTL1), KCNH2
(SQTL2), SCN5A (SQTL3), KCNET (SQTLs), Y
KCNE2 (SQTL6) utilizando cromatografia
liqguida desnaturalizante de alto rendi-
miento (DHPLC) y secuenciacion directa.
Los casos negativos a este primer panel,
fueron sometidos al analisis mutacional
de los genes ANKB (SQTL4), KCNJ2 (SQTL7),
CACNA1C (SQTL8) y CAV3 (SQTL9). Todas las

variantes no sindnimas fueron buscadas
en 400 alelos de referencia de origen
mexicano y 2600 alelos provenientes de
poblacion caucasica, negra y asiatica.
Identificamos 7 variantes no sindnimasy 2
deleciones en 8 de 12 pacientes. Dos casos
con Sindrome de Jervell Lange-Nielssen, 5
casos con SQTL3 y un caso con SQTL4.
Estas mutaciones comprometen residuos
conservados en diferentes especies y nin-
guna de ellas se encontré en 3000 alelos
de referencia. Conclusiones: En contraste al
5-10% de prevalencia de mutaciones en
SCNSA en poblacion Caucasico-Europea;
en esta poblacion, la afeccion a canal de
sodio codificado por SCNs5A, fue el subs-
trato principal causante de la enfermedad.

Introduccion

El sindrome de QT largo (SQTL) se caracte-
riza por una repolarizacion ventricular
anormal, prolongacion del intervalo QT en
el electrocardiograma (ECG) y susceptibili-
dad a muerte subita por arritmias ventri-
culares graves, en particular del tipo torsa-
des de pointes. Es una canalopatia cuya
base molecular se ha podido conocer en
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las Ultimas dos décadas. Se han descrito 9
genes relacionados con la enfermedad que
explican cerca del 75% de los casos. Cinco
de estos genes codifican para las unidades
formadoras del poro del canal y son: KCNQ1
(SQTL1) causando 30-35% de los casos,
KCNH2 (SQTL2) 25-30%, SCN5A (SQTL3) 5-
10%, KCNJ2 (SQTL7) <1% y CACNA1C
(SQTLS). Cuatro genes codifican proteinas
regulatorias del canal iénico: ANKB (SQTL4)',
KCNE1(SQTLS)%, KCNE2(SQTL6)3 y CAV3(SQTLO);
estas proteinas explican menos del 5% de
los casos. El entendimiento de los procesos
moleculares subyacentes en las canalopa-
tias cardiacas nos permite realizar una
mejor estratificacion de riesgo, correlacion
genotipo-fenotipoy guiar el tratamiento.57

Los fenotipos mixtos, son mas frecuentes
en las mutaciones del canal de sodio, pero
los mecanismos moleculares implicados
en este fendmeno, no son bien entendidos
aun. Se han identificado polimorfismos
que tienen propiedades regulatorias, capa-
ces de deteriorar o mejorar el fenotipo;
estos polimorfismos no confieren un feno-
tipo eléctrico caracteristico pero modulan
los efectos de las mutaciones®7. Estos
hallazgos han sido importantes para expli-
car la expresividad variable y la penetran-
cia incompleta encontrada en la enferme-
dad® Los estudios en canalopatias
arritmogénicas se han realizado principal-
mente en poblacion caucasica, europea y
africo-americana, el espectro y prevalencia
de las mutaciones en otros grupos étnicos
es pobremente entendida. Ciertos poli-
morfismos regulatorios que confieren sus-
ceptibilidad a arritmias, prevalecen en
determinados grupos étnicos; por ejemplo,
se ha identificado un polimorfismo fre-
cuente en raza negra en el canal de sodio
codificado por el gen SCN5A, este polimor-
fismo es el S1103Y; se asocia un riesgo
mayor a desarrollar arritmias. Otra
variante que se pensd condicionaba
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Sindrome de Brugada tipo 1 (SBr), V191sL,
se encontro en el 6.7% de la poblacion his-
panica de Estados Unidos®. Desgracia-
damente, dentro del grupo de “Hispanos”
en este estudio, se encuentran incluidos
las diversas razas que hablan espafol,
principalmente originarios de Latino-
américa, desde amerindios de México, Peru
o centro-América a caucasicos de Sud-
américa.

En el presente trabajo presentamos el ana-
lisis mutacional de una cohorte de 12
pacientes Mexicanos-Mestizos, portadores
de formas severas de SQTL aislado o con
fenotipo mixto.

Métodos

Poblacion Estudiada

El presente estudio fue realizado de
acuerdo a los términos y condiciones esta-
blecidos por el Comité de Etica del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chdvez”.
Entre Junio 2004 y Abril 2005, 12 pacientes
Mexicanos Mestizos (8 varones, edad pro-
medio 16 + 15 anos, QTc (QT corregido por
férmula de Bazett = 566 ms) con fenotipo
de SQTL o mixto severo, fueron referidos a
la unidad de Biologia Moleculary Medicina
Gendomica del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubiran” para su evaluacion. Se catalogd
como “alto riesgo de muerte subita” aque-
llos casos que presentaran al menos una
de las siguientes condiciones?: QTc > 500
mseg, edad temprana al diagndstico (<5
anos), antecedente de arritmia ventricular,
SQTL asociado a sordera (Sindrome de
Jervell-Lange-Nielsen)™ o SQTL asociado a
sindactilia™

Se obtuvo consentimiento informado de
todos los participantes. Se colectaron ade-
mas 200 muestras de ADN de sujetos con-
troles de raza Mexicano-Mestiza. El



Mexicano-Mestizo resulta de la mezcla de
Americanos nativos y Europeos (principal-
mente Espafoles), con minima contribu-
cion de grupos asiaticos y africanos. 1300
muestras control adicionales provenientes
de poblacion Caucasica, Africo-Americanos
y Asiaticos; facilitados por Windland Smith
Rice, Sudden Death Genomics Laboratory,
Mayo Clinic, Rochester, MN USA, fueron
también evaluadas.

Andlisis Mutacional

Se obtuvo ADN gendmico de linfocitos
periféricos de los casos indice y familiares
que aceptaron participar en el estudio. Por
medio de cromatografia liquida desnatu-
ralizante (DHPLC), seguida de secuencia-
cion directa de los perfiles anormales, se
realizo analisis mutacional de las regiones
codificadoras y uniones exon-intron de los
genes que con mayor frecuencia se aso-
cian a SQTL, estos son: KCNQ71 (SQTL),
KCNH2 (SQTL2), SCN5A (SQTL3), KCNE1
(SQTLs), Y KCNE2 (SQTL6). Los casos negati-
vos a este primer escaneo genético, fueron
sometidos a analisis mutacional de los
genes que en forma rara se asocian a SQTL,
estos son: ANKB (SQTL4), KCNJ2 (SQTL7),
CACNAIC (SQTL8) y CAV3 (SQTLg). Debido a
la necesidad de descartar todos los genes
conocidos en cada uno de los probandos,
parte del analisis mutacional se realizd en
el laboratorio de Gendmica de la Muerte
Subita, dirigida por el Dr. Michael
Ackerman, en la Clinica Mayo, Rochester
MN, a través de un estancia de investiga-
cion realizada con apoyo y autorizacion del
posgrado. Todas las variaciones no sinoni-
mas no reportadas en la literatura, fueron
buscadas en 3000 alelos de referencia,
derivados de poblacion mexicana-mestiza,
caucasicos, africo-americanos y asiaticos.

Resultados

Fueron identificadas 7 variantes no sinoni-
mas y 2 deleciones en 8 de 12 probandos

(Tabla 2.1). 2 variantes homocigotas en el
gen KCNQ1 (SQTL1) que en forma esperada,
condicionaron el fenotipo Sx de Jervell-
Lange-Nielsen, (sordera congénita en pre-
sencia SQTLFigura 2.1), 6 variantes en
SCNs5A, 2 en un mismo paciente (SQTL3,
Figura 2.2) y una variante en ANKB (SQTL4,
Figura 2.3). Estas mutaciones involucraron
residuos conservados en diferentes espe-
cies y ninguna de las mutaciones se docu-
mentd en 3000 alelos de referencia, a
excepcion de R1450W-ANKB que se encon-
tré en un control de origen Caucasico.

Discusion y Conclusiones

En el presente estudio encontramos una
predominancia de mutaciones en canal de
sodio. Mientras que en otras poblaciones,
las mutaciones en canal de sodio abarcan
10% de los pacientes con SQTL, en este
grupo selecto superd el 50%. Es probable
que el motivo de esta discrepancia sea la
seleccion de los casos, pues todos presen-
taban un fenotipo muy grave, pero queda
abierta la posibilidad de que en poblacion
mexicano-mestiza las mutaciones en
canal de sodio sean mas frecuentes que en
otras poblaciones, para confirmar esto sera
necesario el estudio de un numero mayor
de pacientes.

Mutaciones en el gen KCNQ1

Las variantes G272D y R518X se encontra-
ron en forma homocigota condicionando
el Sindrome de Jervell y Lange-Nielsen
(SJLN), variante severa del SQTL; se asocia a
sordera congénita y alto riesgo de muerte
subita por arritmias ventriculares malig-
nas™. Se sabe que el sindrome es causado
por mutaciones homocigotas o heteroci-
gotas compuestas en los genes KCNQ1y
KCNE1 que codifican el canal de potasio
IKS, subunidades o y B respectivamente.
Este canal juega un papel crucial en la
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Caso Sexo Gen Exon Nuclestido Aminodcido Laocalizacidn (ms)* clinico Sint primer Familiar
Sintoma de MS

KCNQT 6 BISGe-A G272+ S5 )

1 M KCNE1 3 112 G=A Gags? 660 ILN, TP Sincope 1 semana NEG

2 M mmumu ol v mww Mﬂmﬁ C-Teminal 1 g JLN,TP | Convulsiones | 6 meses NEG
SCNSA | 2 del G104 R34Fs/60% N-Terminal .

3 M SCNSA 20  3584G>A R1195H: DIIS3-DIISI 603 zn_aqd..au_. Taquicardia | 3 meses NEG
KCNE2 222 AG T8A}
SCNSA = 7 718 G=A V240M: DI, 54-55

§

4 M mmum,“ _mu “_Mu mwm mw“mw 475 DNS, TV Bradicardia | 4 afios NEG
KCNEZ | 2 22 A>G TSA

5 M | SCN5A | 16 | 2678G=A RS893H: DIL, Poro 447 FV Paro Cardico | 21 afios NEG
SCNSA | 28 | 5123C=A TIT08N: DIV, Poro Bloduen AV

6 M | SCN5A | 12 | 1673 A>G H558R w0 om.n o py | Taquicardia | Safios POS
KCNET | 3 112 G=A G388 P
SCNSA | 28 | del 5464-5467 L1821 Fs/10¢  C-Terminal Dec o

7 Mo kenET | 3 112 GeA G38S 350 DNS, TV Bradicardia Fetal NEG
ANKB 38 | 438 C-T RI1450W Sitio de Unidn a Paro

8 F | SCN5A 12 1673 A>G R558R Espectring D | 471 VE Card: 39 afios NEG
KCNET = 3 | 112 G=A G388 face

9 F | SCNSA 12 1673A>G H558R 712 m_E_Hw AV | Bradicardia Fetal POS
SCNSA | 12 1673 A>G H558R Bloqueo AV o

10 F'olkener | 3 112 GeA G38S 648 2:1 Bradicardia Fetal POS
KCNH2 | 11 | 2690 A=C K897T? . _

11 F KCNE1 3 112 GoA G38S 490 TP Sincope 50 afios NEG

12 F 481 TR Convulsiones 11 afos POS

*Corregido con formula de Bazett: MS: Muerte Sibita: M masculino; F feminino:; Mutaciones en negritas, Thomocigoto: fmutacion no reportada, §
Polimorfismo: POS positive: NEG negative: D: dominio; S: segmento; TP: torsades de pointes: JLN: Jervell Lange-Nielsen: TV: taquicardia ventricular;
FV: fibrilacion ventricular; DNS: Disfuncién nodo sinusal; DCC: Defectos en la conduccidn cardiaca intraventricular.
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Figura 2.1

Topologia lineal del canal IKS de potasio codificado por KCNQ1, se muestran los sitios correspondientes a las
mutaciones encontradas asi como los respectivos electrocardiogramas representativos.

repolarizacion ventricular y en el funciona-
miento del oido interno. G272D se localiza
en el segmento 5 del canal IKS (Figura 2.1),
esta mutacion ha sido reportada previa-
mente en forma heterocigota®™ en pacien-
tes con SQTL, pero no ha sido reportada en
forma homocigota condicionando el SJLN.
La mutacion R518X, trunca prematura-
mente la region carboxilo Terminal del
canal IKS, ha sido reportada previamente,
tanto en SQTL aislado como en la forma de
SJLN™,

Mutaciones en el gen SCN5A

En poblacion Caucasica, las mutaciones en
el gen SCN5A que codifica la isoforma
Na,1.5 del canal de sodio, son responsables
de cerca del 10% de los casos con SOTL,
20% de los casos con Sindrome de Brugada
y 2-5% de los casos que presentan muerte

subita infantil; también genera otros feno-
tipos: disfuncién de nodo sinusal, fibrila-
cion ventricular idiopatica, defectos en la
conduccion cardiaca, fibrilacion atrial y
miocardiopatia dilatada®™. Las mutaciones
que dan lugar a SQTL generan un incre-
mento en la conductancia al ién sodio,
mientras que los demas fenotipos resultan
de la pérdida de funcién del canal de sodio.
Ninguna de las mutaciones encontradas
en canal de sodio en esta cohorte mexi-
cana (Figura 2.2) fue encontrada en contro-
les (3000 alelos de referencia).

La mutacion SCN5A-R34Fs/60 se encontro
en una paciente que presentaba también
la mutante R1gsH. R34Fs/60 determina
un truncamiento prematuro de la proteina
en el residuo 34, cuando normalmente el
canal de sodio esta constituido de 2016 o
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Topologia lineal del canal Na 1.5 de sodio codificado por SCN5A, se muestran los sitios correspondientes a las
mutaciones encontradas asi como los respectivos electrocardiogramas representativos.

2015 aminoacidos. El dltimo residuo que se
codifica en forma apropiada es una
Arginina (R) en la posicion 34; la delecion
de una CGlicina genera un cambio en el
marco de lectura; se adicionan 60 aminoa-
cidos que no existen en la proteina original
y finalmente, al encontrar un codon de
paro, la proteina se trunca, en la region
amino-terminal. A pesar de la importante
disrupcion del canal por parte de un alelo,
el progenitor portador de esta variante,
tiene un fenotipo normal. Esto sugiere que
el alelo normal es capaz de compensar en
forma apropiada la ausencia de la prote-
ina. El caso indice, desgraciadamente
heredd un segundo alelo enfermo por
parte del otro progenitor, R1195H, la asocia-
cién de R34Fs/60 con R1195H, resulté en un
fenotipo mixto muy severo, caracterizado
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por aleteo auricular, taquicardia ventricu-
lar y SQTL manifestado en los primeros
meses de vida. La mutante R1195H no con-
diciono un fenotipo severo en el progenitor
con el otro alelo sano.

R1195H se localiza en el asa intracelular
entre los dominios DIII-DIV. 60% de las
variantes encontradas en sujetos sanos, se
encuentran en esta region®, por lo que en
principio esta variante pudiera no dar un
fenotipo molecular severo. Este caso en
particular es motivo de amplia discusion
en el Capitulo IV.

V240M fue encontrada en un paciente con
fenotipo mixto, enfermedad del nodo sinu-
sal, taquicardia ventricular y SQTL. Se loca-
liza en el dominio |, en el asa citoplasma-
tica que conecta los segmentos 4 y 5. Si



bien V240M no ha sido reportada previa-
mente, existe una mutacion muy cercana
a este residuo, 0245K, que ha sido asociada
previamente al SQTL™.

R893H se localiza en |a region del poro del
canal del dominio 2, el fenotipo de este
caso fue muy severo, el paciente, varén,
tenia un QTc limitrofe, presentd 2 episo-
dios sincopales a la edad de 18 afnos y final-
mente muerte subita a la edad de 22 anos.

T1708N también se localiza en la region del
poro, pero del dominio 4. Esta mutacion se
encontrd en un caso de 11 anos de edad con
antecedente de muerte subita en dos fami-
liares, madre y hermano El fenotipo en este
caso consistid en trastornos en la conduc-
cion ventricular, prolongacion del intervalo
QT, taquicardia ventricular.

Las mutaciones en el poro de Na 1.5 han
sido asociadas con fenotipo de pérdida de
la funcion”2'. Cerca de 30 mutaciones en
el poro han sido descritas (http://
www.fsm.it/cardmoc/) 25 de ellas mues-
tran un fenotipo clinico y biofisico de pér-
dida o disminucion en la funcion del
canal®.

L1821Fs/10 genera un canal de sodio que
carece de los ultimos 195 aminoacidos de
la region carboxilo terminal. Esta region va
del aminoacido 1773 al 2016. En la mutante
L1821Fs/10, los primeros 48 residuos de la
region carboxilo terminal son codifcados
normalmente. La delecién de 4 bases
genera cambio en el marco de lectura, se
adicionan 10 aminoacidos que no son
parte de la proteina original y finalmente
la proteina se trunca. La region carboxilo-
terminal del canal de sodio participa en la
inactivacion del canal, se sabe que el com-
plejo molecular de inactivacion se forma al
asociarse el motivo IFM del asa entre los
segmentos IlI-IV y la region carboxilo ter-
minal?? 23. Se ha demostrado por medio de

mutagénesis dirigida, que el truncamiento
de la proteina en la posicion 1885 desaco-
pla la region CT del asa II-IV, reduce |a den-
sidad de corriente y favorece corriente tar-
dia. El paciente con la delecion L1821Fs/10,
presentd un fenotipo mixto, prolongacion
del intervalo QT, taquicardia ventricular,
disfuncion del nodo sinusal y trastornos en
la conduccion intraventricular; constituye
el primer caso en la literatura con delecion
en esta region y es motivo de amplia discu-
sion en el capituloV de esta tesis.

Es de notar que 4 de 5 pacientes con
mutaciones en canal de sodio en esta
cohorte, presentaron taquicardia ventri-
cular monomorfica. Este es un hallazgo
infrecuente en las canalopatias arritmo-
génicas, se han descrito casos aislados en
el contexto de pérdida de la funcién del
canal de sodio, en particular el sindrome
de Brugada, pero no se habia descrito
antes en el contexto de fenotipos mixtos.
Esta arritmia es sensible a la estimulacion
ventricular, lo que sugiere un mecanismo
de re-entrada?4. Interesante es que se ha
reportado en modelos animales, que la
disrupcion heterocigota de SCN5A en ra-
tones, genera una disminucion en la
conductancia al sodio y los animales pre-
sentan arritmias ventriculares por reen-
trada®.

Mutaciones en el gen AnkB

R1450W se localiza en el “Dominio Muerto”
de la proteina Anquirina B. Esta variante
fue encontrada también en un control de
origen Caucasico. Desconocemos el feno-
tipo electrocardiografico del control. Esta
variante fue caracterizada recientemente,
se encontrd una discreta pérdida de la fun-
cién comparada con la ANKB silvestre?®
Basados en estos estudios, es probable que
la variante R1450W no produzca muchos
sintomas por si misma, pero el caso en
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ANKB (Ankirina B)

cuestion tiene otra variante en canal de
sodio, codificado por SCNs5A, H558R de
hecho es homocigoto al alelo menor
(Arginina); este polimorfismo se encuentra
en el 30% de los sujetos normales® y pro-
duce una marcada reduccion de la
corriente de sodio en presencia del pro-
ducto resultante de un procesamiento
alternativo del canal que contiene una
Glicina en la posicion (Q1077, 35% de los
transcritos)?. Los estudios in vitro no han
evaluado el efecto del polimorfismo H558R
en presencia de mutaciones en Anquirina
B, pero sospechamos que ambas variantes
contribuyen al fenotipo del caso. Por otro
lado, otras variantes en ANKB documenta-
das en pacientes y con anomalias in vitro,
también se han encontrado en controles?;
estas variantes muestran diversos grados
de pérdida de la funcion en ANKBy pueden
conferir un riesgo subclinico al desarrollo
de muerte subita. Un ejemplo es la
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Figura 2.3

Esquema que ilustra la subunidad alfa o principal
del canal de sodio, las subunidades auxiliares o beta,
la proteina Anquirina B donde se encontré la
variante R1450W y el trazo electrocardiografico
representativo del caso.

variante 116221 en ANKB, encontrada en
una familia con SQTL atipico®®, se ha docu-
mentado que es una variante comun en
poblacion Africo-Americana? y muestra
una discreta disminucion en la funciéon en
estudios in Vitro28.

R1450W-ANKB (Figura 2.3) se encontré en
una mujer de 36 anos de edad con un QTc
limitrofe que tuvo un evento de fibrilacion
ventricular, se le implanté un desfibrilador
después de haber sido reanimada de un
evento de Muerte Subita. Posteriormente
cursé con tormenta arritmica, disparada
por una extrasistole ventricular. Los
pacientes con mutaciones en ANKB fre-
cuentemente muestran un fenotipo de
SQTL atipico, el intervalo QT no suele pro-
longarse significativamente y pueden
documentarse otras arritmias como bradi-
cardia, fibrilacion ventricular y taquicardia
ventricular polimérfica?627.



En contraste al 10% en prevalencia de
mutaciones encontradas en SCN5A en
poblacion Caucasico/Europea, las altera-
ciones en el complejo macromolecular de
canal de sodio, fue el substrato patogénico
predominante en esta cohorte Mexicano-
Mestiza con SQTL severo y/o fenotipo
mixto. La identificacion de variantes en
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El Sindrome de QT Largo,

estudio en una Cohorte Mexicana
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Sodium Current Impairment is prevalent in a cohort of Mexican patients referred for long QT syndrome

and/ or mixed phenotype.

Resumen

Se han descrito hasta ahora nueve genes
que generan fenotipo de Sindrome de QT
largo (SQTL). En poblacién Caucasico-
Europea, el analisis genético es positivo en
el 75% de los casos, con mutaciones en
KCNQ1 (SQTL1) en el 30-35%, KCNH2 (SQTL2)
25-30%, SCN5A (SQTL3) 5-10%. El espectroy
prevalencia de mutaciones en otras razas
ha sido pobremente explorada. Entre junio
2004 y abril 2005, 12 probandos de origen
Mexicano (8 hombres, edad promedio 16 +
15 anos, promedio de QTc = 566 mseg) con
un fenotipo severo de SQTL, fueron referi-
dos para estudio genético. Una vez obte-
nido el consentimiento informado de
todos los participantes, se realizod analisis
mutacional de los exones y uniones exon-
intron de los genes KCNQ1 (SQTL1), KCNH2
(SQTL2), SCN5A (SQTL3), KCNET (SQTLs), Y
KCNE2 (SQTL6) utilizando cromatografia
liqguida desnaturalizante de alto rendi-
miento (DHPLC) y secuenciacion directa.
Los casos negativos a este primer panel,
fueron sometidos al analisis mutacional
de los genes ANKB (SQTL4), KCNJ2 (SQTL7),
CACNA1C (SQTL8) y CAV3 (SQTL9). Todas las

variantes no sindnimas fueron buscadas
en 400 alelos de referencia de origen
mexicano y 2600 alelos provenientes de
poblacion caucasica, negra y asiatica.
Identificamos 7 variantes no sindnimasy 2
deleciones en 8 de 12 pacientes. Dos casos
con Sindrome de Jervell Lange-Nielssen, 5
casos con SQTL3 y un caso con SQTL4.
Estas mutaciones comprometen residuos
conservados en diferentes especies y nin-
guna de ellas se encontré en 3000 alelos
de referencia. Conclusiones: En contraste al
5-10% de prevalencia de mutaciones en
SCNSA en poblacion Caucasico-Europea;
en esta poblacion, la afeccion a canal de
sodio codificado por SCNs5A, fue el subs-
trato principal causante de la enfermedad.

Introduccion

El sindrome de QT largo (SQTL) se caracte-
riza por una repolarizacion ventricular
anormal, prolongacion del intervalo QT en
el electrocardiograma (ECG) y susceptibili-
dad a muerte subita por arritmias ventri-
culares graves, en particular del tipo torsa-
des de pointes. Es una canalopatia cuya
base molecular se ha podido conocer en
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las Ultimas dos décadas. Se han descrito 9
genes relacionados con la enfermedad que
explican cerca del 75% de los casos. Cinco
de estos genes codifican para las unidades
formadoras del poro del canal y son: KCNQ1
(SQTL1) causando 30-35% de los casos,
KCNH2 (SQTL2) 25-30%, SCN5A (SQTL3) 5-
10%, KCNJ2 (SQTL7) <1% y CACNA1C
(SQTLS). Cuatro genes codifican proteinas
regulatorias del canal iénico: ANKB (SQTL4)',
KCNE1(SQTLS)%, KCNE2(SQTL6)3 y CAV3(SQTLO);
estas proteinas explican menos del 5% de
los casos. El entendimiento de los procesos
moleculares subyacentes en las canalopa-
tias cardiacas nos permite realizar una
mejor estratificacion de riesgo, correlacion
genotipo-fenotipoy guiar el tratamiento.57

Los fenotipos mixtos, son mas frecuentes
en las mutaciones del canal de sodio, pero
los mecanismos moleculares implicados
en este fendmeno, no son bien entendidos
aun. Se han identificado polimorfismos
que tienen propiedades regulatorias, capa-
ces de deteriorar o mejorar el fenotipo;
estos polimorfismos no confieren un feno-
tipo eléctrico caracteristico pero modulan
los efectos de las mutaciones®7. Estos
hallazgos han sido importantes para expli-
car la expresividad variable y la penetran-
cia incompleta encontrada en la enferme-
dad® Los estudios en canalopatias
arritmogénicas se han realizado principal-
mente en poblacion caucasica, europea y
africo-americana, el espectro y prevalencia
de las mutaciones en otros grupos étnicos
es pobremente entendida. Ciertos poli-
morfismos regulatorios que confieren sus-
ceptibilidad a arritmias, prevalecen en
determinados grupos étnicos; por ejemplo,
se ha identificado un polimorfismo fre-
cuente en raza negra en el canal de sodio
codificado por el gen SCN5A, este polimor-
fismo es el S1103Y; se asocia un riesgo
mayor a desarrollar arritmias. Otra
variante que se pensd condicionaba
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Sindrome de Brugada tipo 1 (SBr), V191sL,
se encontro en el 6.7% de la poblacion his-
panica de Estados Unidos®. Desgracia-
damente, dentro del grupo de “Hispanos”
en este estudio, se encuentran incluidos
las diversas razas que hablan espafol,
principalmente originarios de Latino-
américa, desde amerindios de México, Peru
o centro-América a caucasicos de Sud-
américa.

En el presente trabajo presentamos el ana-
lisis mutacional de una cohorte de 12
pacientes Mexicanos-Mestizos, portadores
de formas severas de SQTL aislado o con
fenotipo mixto.

Métodos

Poblacion Estudiada

El presente estudio fue realizado de
acuerdo a los términos y condiciones esta-
blecidos por el Comité de Etica del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chdvez”.
Entre Junio 2004 y Abril 2005, 12 pacientes
Mexicanos Mestizos (8 varones, edad pro-
medio 16 + 15 anos, QTc (QT corregido por
férmula de Bazett = 566 ms) con fenotipo
de SQTL o mixto severo, fueron referidos a
la unidad de Biologia Moleculary Medicina
Gendomica del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubiran” para su evaluacion. Se catalogd
como “alto riesgo de muerte subita” aque-
llos casos que presentaran al menos una
de las siguientes condiciones?: QTc > 500
mseg, edad temprana al diagndstico (<5
anos), antecedente de arritmia ventricular,
SQTL asociado a sordera (Sindrome de
Jervell-Lange-Nielsen)™ o SQTL asociado a
sindactilia™

Se obtuvo consentimiento informado de
todos los participantes. Se colectaron ade-
mas 200 muestras de ADN de sujetos con-
troles de raza Mexicano-Mestiza. El



Mexicano-Mestizo resulta de la mezcla de
Americanos nativos y Europeos (principal-
mente Espafoles), con minima contribu-
cion de grupos asiaticos y africanos. 1300
muestras control adicionales provenientes
de poblacion Caucasica, Africo-Americanos
y Asiaticos; facilitados por Windland Smith
Rice, Sudden Death Genomics Laboratory,
Mayo Clinic, Rochester, MN USA, fueron
también evaluadas.

Andlisis Mutacional

Se obtuvo ADN gendmico de linfocitos
periféricos de los casos indice y familiares
que aceptaron participar en el estudio. Por
medio de cromatografia liquida desnatu-
ralizante (DHPLC), seguida de secuencia-
cion directa de los perfiles anormales, se
realizo analisis mutacional de las regiones
codificadoras y uniones exon-intron de los
genes que con mayor frecuencia se aso-
cian a SQTL, estos son: KCNQ71 (SQTL),
KCNH2 (SQTL2), SCN5A (SQTL3), KCNE1
(SQTLs), Y KCNE2 (SQTL6). Los casos negati-
vos a este primer escaneo genético, fueron
sometidos a analisis mutacional de los
genes que en forma rara se asocian a SQTL,
estos son: ANKB (SQTL4), KCNJ2 (SQTL7),
CACNAIC (SQTL8) y CAV3 (SQTLg). Debido a
la necesidad de descartar todos los genes
conocidos en cada uno de los probandos,
parte del analisis mutacional se realizd en
el laboratorio de Gendmica de la Muerte
Subita, dirigida por el Dr. Michael
Ackerman, en la Clinica Mayo, Rochester
MN, a través de un estancia de investiga-
cion realizada con apoyo y autorizacion del
posgrado. Todas las variaciones no sinoni-
mas no reportadas en la literatura, fueron
buscadas en 3000 alelos de referencia,
derivados de poblacion mexicana-mestiza,
caucasicos, africo-americanos y asiaticos.

Resultados

Fueron identificadas 7 variantes no sinoni-
mas y 2 deleciones en 8 de 12 probandos

(Tabla 2.1). 2 variantes homocigotas en el
gen KCNQ1 (SQTL1) que en forma esperada,
condicionaron el fenotipo Sx de Jervell-
Lange-Nielsen, (sordera congénita en pre-
sencia SQTLFigura 2.1), 6 variantes en
SCNs5A, 2 en un mismo paciente (SQTL3,
Figura 2.2) y una variante en ANKB (SQTL4,
Figura 2.3). Estas mutaciones involucraron
residuos conservados en diferentes espe-
cies y ninguna de las mutaciones se docu-
mentd en 3000 alelos de referencia, a
excepcion de R1450W-ANKB que se encon-
tré en un control de origen Caucasico.

Discusion y Conclusiones

En el presente estudio encontramos una
predominancia de mutaciones en canal de
sodio. Mientras que en otras poblaciones,
las mutaciones en canal de sodio abarcan
10% de los pacientes con SQTL, en este
grupo selecto superd el 50%. Es probable
que el motivo de esta discrepancia sea la
seleccion de los casos, pues todos presen-
taban un fenotipo muy grave, pero queda
abierta la posibilidad de que en poblacion
mexicano-mestiza las mutaciones en
canal de sodio sean mas frecuentes que en
otras poblaciones, para confirmar esto sera
necesario el estudio de un numero mayor
de pacientes.

Mutaciones en el gen KCNQ1

Las variantes G272D y R518X se encontra-
ron en forma homocigota condicionando
el Sindrome de Jervell y Lange-Nielsen
(SJLN), variante severa del SQTL; se asocia a
sordera congénita y alto riesgo de muerte
subita por arritmias ventriculares malig-
nas™. Se sabe que el sindrome es causado
por mutaciones homocigotas o heteroci-
gotas compuestas en los genes KCNQ1y
KCNE1 que codifican el canal de potasio
IKS, subunidades o y B respectivamente.
Este canal juega un papel crucial en la
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Tabla 1. Hallazgos Clinicos ¥y Genéticos

|m_.n.__!_ al m.-m—olw
Cambio Cambio e QTe Otro hallazgo Primer , -
Caso Sexo Gen Exon Nuclestido Aminodcido Laocalizacidn (ms)* clinico Sint primer Familiar
Sintoma de MS

KCNQT 6 BISGe-A G272+ S5 )

1 M KCNE1 3 112 G=A Gags? 660 ILN, TP Sincope 1 semana NEG

2 M mmumu ol v mww Mﬂmﬁ C-Teminal 1 g JLN,TP | Convulsiones | 6 meses NEG
SCNSA | 2 del G104 R34Fs/60% N-Terminal .

3 M SCNSA 20  3584G>A R1195H: DIIS3-DIISI 603 zn_aqd..au_. Taquicardia | 3 meses NEG
KCNE2 222 AG T8A}
SCNSA = 7 718 G=A V240M: DI, 54-55

§

4 M mmum,“ _mu “_Mu mwm mw“mw 475 DNS, TV Bradicardia | 4 afios NEG
KCNEZ | 2 22 A>G TSA

5 M | SCN5A | 16 | 2678G=A RS893H: DIL, Poro 447 FV Paro Cardico | 21 afios NEG
SCNSA | 28 | 5123C=A TIT08N: DIV, Poro Bloduen AV

6 M | SCN5A | 12 | 1673 A>G H558R w0 om.n o py | Taquicardia | Safios POS
KCNET | 3 112 G=A G388 P
SCNSA | 28 | del 5464-5467 L1821 Fs/10¢  C-Terminal Dec o

7 Mo kenET | 3 112 GeA G38S 350 DNS, TV Bradicardia Fetal NEG
ANKB 38 | 438 C-T RI1450W Sitio de Unidn a Paro

8 F | SCN5A 12 1673 A>G R558R Espectring D | 471 VE Card: 39 afios NEG
KCNET = 3 | 112 G=A G388 face

9 F | SCNSA 12 1673A>G H558R 712 m_E_Hw AV | Bradicardia Fetal POS
SCNSA | 12 1673 A>G H558R Bloqueo AV o

10 F'olkener | 3 112 GeA G38S 648 2:1 Bradicardia Fetal POS
KCNH2 | 11 | 2690 A=C K897T? . _

11 F KCNE1 3 112 GoA G38S 490 TP Sincope 50 afios NEG

12 F 481 TR Convulsiones 11 afos POS

*Corregido con formula de Bazett: MS: Muerte Sibita: M masculino; F feminino:; Mutaciones en negritas, Thomocigoto: fmutacion no reportada, §
Polimorfismo: POS positive: NEG negative: D: dominio; S: segmento; TP: torsades de pointes: JLN: Jervell Lange-Nielsen: TV: taquicardia ventricular;
FV: fibrilacion ventricular; DNS: Disfuncién nodo sinusal; DCC: Defectos en la conduccidn cardiaca intraventricular.
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Figura 2.1

Topologia lineal del canal IKS de potasio codificado por KCNQ1, se muestran los sitios correspondientes a las
mutaciones encontradas asi como los respectivos electrocardiogramas representativos.

repolarizacion ventricular y en el funciona-
miento del oido interno. G272D se localiza
en el segmento 5 del canal IKS (Figura 2.1),
esta mutacion ha sido reportada previa-
mente en forma heterocigota®™ en pacien-
tes con SQTL, pero no ha sido reportada en
forma homocigota condicionando el SJLN.
La mutacion R518X, trunca prematura-
mente la region carboxilo Terminal del
canal IKS, ha sido reportada previamente,
tanto en SQTL aislado como en la forma de
SJLN™,

Mutaciones en el gen SCN5A

En poblacion Caucasica, las mutaciones en
el gen SCN5A que codifica la isoforma
Na,1.5 del canal de sodio, son responsables
de cerca del 10% de los casos con SOTL,
20% de los casos con Sindrome de Brugada
y 2-5% de los casos que presentan muerte

subita infantil; también genera otros feno-
tipos: disfuncién de nodo sinusal, fibrila-
cion ventricular idiopatica, defectos en la
conduccion cardiaca, fibrilacion atrial y
miocardiopatia dilatada®™. Las mutaciones
que dan lugar a SQTL generan un incre-
mento en la conductancia al ién sodio,
mientras que los demas fenotipos resultan
de la pérdida de funcién del canal de sodio.
Ninguna de las mutaciones encontradas
en canal de sodio en esta cohorte mexi-
cana (Figura 2.2) fue encontrada en contro-
les (3000 alelos de referencia).

La mutacion SCN5A-R34Fs/60 se encontro
en una paciente que presentaba también
la mutante R1gsH. R34Fs/60 determina
un truncamiento prematuro de la proteina
en el residuo 34, cuando normalmente el
canal de sodio esta constituido de 2016 o
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Topologia lineal del canal Na 1.5 de sodio codificado por SCN5A, se muestran los sitios correspondientes a las
mutaciones encontradas asi como los respectivos electrocardiogramas representativos.

2015 aminoacidos. El dltimo residuo que se
codifica en forma apropiada es una
Arginina (R) en la posicion 34; la delecion
de una CGlicina genera un cambio en el
marco de lectura; se adicionan 60 aminoa-
cidos que no existen en la proteina original
y finalmente, al encontrar un codon de
paro, la proteina se trunca, en la region
amino-terminal. A pesar de la importante
disrupcion del canal por parte de un alelo,
el progenitor portador de esta variante,
tiene un fenotipo normal. Esto sugiere que
el alelo normal es capaz de compensar en
forma apropiada la ausencia de la prote-
ina. El caso indice, desgraciadamente
heredd un segundo alelo enfermo por
parte del otro progenitor, R1195H, la asocia-
cién de R34Fs/60 con R1195H, resulté en un
fenotipo mixto muy severo, caracterizado
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por aleteo auricular, taquicardia ventricu-
lar y SQTL manifestado en los primeros
meses de vida. La mutante R1195H no con-
diciono un fenotipo severo en el progenitor
con el otro alelo sano.

R1195H se localiza en el asa intracelular
entre los dominios DIII-DIV. 60% de las
variantes encontradas en sujetos sanos, se
encuentran en esta region®, por lo que en
principio esta variante pudiera no dar un
fenotipo molecular severo. Este caso en
particular es motivo de amplia discusion
en el Capitulo IV.

V240M fue encontrada en un paciente con
fenotipo mixto, enfermedad del nodo sinu-
sal, taquicardia ventricular y SQTL. Se loca-
liza en el dominio |, en el asa citoplasma-
tica que conecta los segmentos 4 y 5. Si



bien V240M no ha sido reportada previa-
mente, existe una mutacion muy cercana
a este residuo, 0245K, que ha sido asociada
previamente al SQTL™.

R893H se localiza en |a region del poro del
canal del dominio 2, el fenotipo de este
caso fue muy severo, el paciente, varén,
tenia un QTc limitrofe, presentd 2 episo-
dios sincopales a la edad de 18 afnos y final-
mente muerte subita a la edad de 22 anos.

T1708N también se localiza en la region del
poro, pero del dominio 4. Esta mutacion se
encontrd en un caso de 11 anos de edad con
antecedente de muerte subita en dos fami-
liares, madre y hermano El fenotipo en este
caso consistid en trastornos en la conduc-
cion ventricular, prolongacion del intervalo
QT, taquicardia ventricular.

Las mutaciones en el poro de Na 1.5 han
sido asociadas con fenotipo de pérdida de
la funcion”2'. Cerca de 30 mutaciones en
el poro han sido descritas (http://
www.fsm.it/cardmoc/) 25 de ellas mues-
tran un fenotipo clinico y biofisico de pér-
dida o disminucion en la funcion del
canal®.

L1821Fs/10 genera un canal de sodio que
carece de los ultimos 195 aminoacidos de
la region carboxilo terminal. Esta region va
del aminoacido 1773 al 2016. En la mutante
L1821Fs/10, los primeros 48 residuos de la
region carboxilo terminal son codifcados
normalmente. La delecién de 4 bases
genera cambio en el marco de lectura, se
adicionan 10 aminoacidos que no son
parte de la proteina original y finalmente
la proteina se trunca. La region carboxilo-
terminal del canal de sodio participa en la
inactivacion del canal, se sabe que el com-
plejo molecular de inactivacion se forma al
asociarse el motivo IFM del asa entre los
segmentos IlI-IV y la region carboxilo ter-
minal?? 23. Se ha demostrado por medio de

mutagénesis dirigida, que el truncamiento
de la proteina en la posicion 1885 desaco-
pla la region CT del asa II-IV, reduce |a den-
sidad de corriente y favorece corriente tar-
dia. El paciente con la delecion L1821Fs/10,
presentd un fenotipo mixto, prolongacion
del intervalo QT, taquicardia ventricular,
disfuncion del nodo sinusal y trastornos en
la conduccion intraventricular; constituye
el primer caso en la literatura con delecion
en esta region y es motivo de amplia discu-
sion en el capituloV de esta tesis.

Es de notar que 4 de 5 pacientes con
mutaciones en canal de sodio en esta
cohorte, presentaron taquicardia ventri-
cular monomorfica. Este es un hallazgo
infrecuente en las canalopatias arritmo-
génicas, se han descrito casos aislados en
el contexto de pérdida de la funcién del
canal de sodio, en particular el sindrome
de Brugada, pero no se habia descrito
antes en el contexto de fenotipos mixtos.
Esta arritmia es sensible a la estimulacion
ventricular, lo que sugiere un mecanismo
de re-entrada?4. Interesante es que se ha
reportado en modelos animales, que la
disrupcion heterocigota de SCN5A en ra-
tones, genera una disminucion en la
conductancia al sodio y los animales pre-
sentan arritmias ventriculares por reen-
trada®.

Mutaciones en el gen AnkB

R1450W se localiza en el “Dominio Muerto”
de la proteina Anquirina B. Esta variante
fue encontrada también en un control de
origen Caucasico. Desconocemos el feno-
tipo electrocardiografico del control. Esta
variante fue caracterizada recientemente,
se encontrd una discreta pérdida de la fun-
cién comparada con la ANKB silvestre?®
Basados en estos estudios, es probable que
la variante R1450W no produzca muchos
sintomas por si misma, pero el caso en
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ANKB (Ankirina B)

cuestion tiene otra variante en canal de
sodio, codificado por SCNs5A, H558R de
hecho es homocigoto al alelo menor
(Arginina); este polimorfismo se encuentra
en el 30% de los sujetos normales® y pro-
duce una marcada reduccion de la
corriente de sodio en presencia del pro-
ducto resultante de un procesamiento
alternativo del canal que contiene una
Glicina en la posicion (Q1077, 35% de los
transcritos)?. Los estudios in vitro no han
evaluado el efecto del polimorfismo H558R
en presencia de mutaciones en Anquirina
B, pero sospechamos que ambas variantes
contribuyen al fenotipo del caso. Por otro
lado, otras variantes en ANKB documenta-
das en pacientes y con anomalias in vitro,
también se han encontrado en controles?;
estas variantes muestran diversos grados
de pérdida de la funcion en ANKBy pueden
conferir un riesgo subclinico al desarrollo
de muerte subita. Un ejemplo es la
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Figura 2.3

Esquema que ilustra la subunidad alfa o principal
del canal de sodio, las subunidades auxiliares o beta,
la proteina Anquirina B donde se encontré la
variante R1450W y el trazo electrocardiografico
representativo del caso.

variante 116221 en ANKB, encontrada en
una familia con SQTL atipico®®, se ha docu-
mentado que es una variante comun en
poblacion Africo-Americana? y muestra
una discreta disminucion en la funciéon en
estudios in Vitro28.

R1450W-ANKB (Figura 2.3) se encontré en
una mujer de 36 anos de edad con un QTc
limitrofe que tuvo un evento de fibrilacion
ventricular, se le implanté un desfibrilador
después de haber sido reanimada de un
evento de Muerte Subita. Posteriormente
cursé con tormenta arritmica, disparada
por una extrasistole ventricular. Los
pacientes con mutaciones en ANKB fre-
cuentemente muestran un fenotipo de
SQTL atipico, el intervalo QT no suele pro-
longarse significativamente y pueden
documentarse otras arritmias como bradi-
cardia, fibrilacion ventricular y taquicardia
ventricular polimérfica?627.



En contraste al 10% en prevalencia de
mutaciones encontradas en SCN5A en
poblacion Caucasico/Europea, las altera-
ciones en el complejo macromolecular de
canal de sodio, fue el substrato patogénico
predominante en esta cohorte Mexicano-
Mestiza con SQTL severo y/o fenotipo
mixto. La identificacion de variantes en
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capituLo Il

La subunidad B4 del canal de sodio (SCN4B) en el

Sindrome de QT Largo
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SCN4B-Encoded Sodium Channel B4 Subunit in Congenital Long QT Syndrome.

Resumen

El Sindrome de QT Largo (SQTL) es poten-
cialmente letal secundario a arritmias ven-
triculares malignas. Es causado por muta-
ciones en canales i6nicos encargados de
generar y mantener el potencial de accion
de la célula miocardica. Cerca del 25% de
los casos con este padecimiento, no tienen
mutaciones en los 9 genes descritos hasta
la fecha. Los genes que codifican proteinas
regulatorias de los canales ionicos son
genes candidatos a ser estudiados en esta
enfermedad.

Presentamos un caso del sexo femenino
de 21 meses de edad con bloqueo AV 2:1
intermitente y un QTc de 712mseg. El anali-
sis de los 9 genes asociados a SOTL descri-
tos hasta la fecha, fue negativo. Se realizo
analisis mutacional de los exones y sitios
de union intron-exon de las 4 subunidades
Na B. Se encontré una mutacion Li79F
(C535T) en el gen SCN4B que co-segrega
con la enfermedad en un arbol familiar de
3 generaciones; dicha variante no se
encontré en 800 alelos de referencia. Por
medio de mutagénesis dirigida se cons-
truyo la mutante L179F y se expresd en

células embrionarias de rinbn humano
(HEK293) expresando en forma estable la
subunidad alfa de canal de sodio, isoforma
cardiaca (hNa,1.5) codificado por SCN5A. La
mutante L179F-B4 mostré un incremento
en la corriente tardia de sodio 8 veces
mayor cuando comparada con SCN5A y 3
veces mayor cuando comparada con
SCN5SA + Pa-variante silvestre. Este incre-
mento en la corriente tardia es consistente
con el fenotipo electrofisologico molecular
reportado previamente en mutaciones pri-
marias de canal de sodio que condicionan
SQTLs.

Identificamos una nueva mutacién (L179F)
en el gen SCN4B que codifica para la subu-
nidad Na,f4; cosegrega con la enferme-
dad, afecta la funcion del canal de sodio in
Vitro, por lo que constituye un nuevo gen
causal del SQTL.

Introduccion

El Sindrome de QT Largo (SQTL) representa
el prototipo de las canalopatias cardiacas;
afecta1/3000 personasy se caracteriza por
prolongacion del intervalo QT, repolariza-
cion ventricular anormal y riesgo a presen-
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tar muerte subita condicionada por taqui-
cardia ventricular helicoidal o torsade de
pointes. Desde el descubrimiento de
mutaciones en canales ionicos en pacien-
tes con SQTLen 1995"2 cientos de mutacio-
nes se han descrito en los 9 genes que
hasta la fecha se sabe que generan la
enfermedad, sin embargo, un 25% de los
casos permanece con genotipo negativo4.

Los genes que codifican proteinas auxilia-
res del canal afectan profundamente el
desempeno del mismo y son candidatos
atractivos para el estudio de otras causas
genéticas del SOTLS. Un grupo de proteinas
auxiliares de gran interés pertenece a la
familia de las subunidades B del canal de
sodio (Na, ), estas subunidades juegan un
papel crucial en la adhesion celular, trans-
duccion de senales, expresion del canal en
la membrana celular y modulacion de la
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apertura dependiente de voltaje®. Se han
descrito a la fecha cuatro diferentes subu-
nidades Na, B, codificadas por los genes
SCN1B, SCN2B, SCN3B y SCN4B)°4. Todas
son detectables en el tejido cardiaco' pero
ninguna ha sido ligada a enfermedad arrit-
mica.

Reporte de Caso

Presentamos un caso que a pesar de tener
un fenotipo severo, resultd negativo a
mutaciones en los genes asociados a SQTL.

Se trata de una nina de 21 meses de edad a
la primera evaluacion, referida por bradi-
cardia asintomatica. El electrocardiograma
de 12 derivaciones mostroé una profunda
prolongacion del intervalo QT, con un QTc
(Intervalo QT corregido con férmula de
Bazett de 712 mseg y bloqueo auriculoven-
tricular (AV) 2:1 intermitente (Figura 3.1).
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Figura 3.1

Electrocardiograma de 12 derivaciones del caso indice donde se observa un QTc = 712 mseg y bloqueo

auriculo-ventricular 2:1.
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Figura 3.2

Holter de 24 horas del caso indice, se observa alternancia eléctrica de la onda T durante la conduccion AV 1:1.

Durante la conducciéon 1:1se observo alter-
nancia eléctrica de la ondaT, este evento se
considera marcador de inestabilidad eléc-
trica ventricular con alto riesgo de arrit-
mias ventriculares malignas (Figura 3.2).

La historia médica reveld bradicardia fetal
desde las 24 semanas de gestacion y un
pequefo defecto septal venticular que
cerr6 espontaneamente a la edad de 6
meses. Desde el diagnostico, se implantd
un marcapaso bicameral y a pesar del
severo fenotipo electrocardiografico, la
paciente se ha permanecido asintomatica
durante los primeros 5 anos de su vida. La
historia familiar reveld antecedente de
muerte subita prematura en 2 tios abuelos
por linea paterna; una tia fallecio a la edad
de 35 anos durante el puerperio de un
parto general y otro fallecio a los 8 anos
durante ejercicio —bicicleta- (Figura 3.3).

El electrocardiograma (ECG) del caso
muestra un fenotipo descrito previamente
en los casos con mutaciones en el gen
SCN5A que codifica la isoforma cardiaca de
canal de sodio 0 Na 1.5 y que condiciona el
SQTL tipo 3 (Figura 3.1); este fenotipo se
caracteriza por un segmento ST largo, ini-
cio tardio de la onda T y en ocasiones
puede observarse bloqueo AV 2:1 AV'6-18,

Métodos

Casos

Elestudio se realizd de acuerdo a los térmi-
nos requeridos por los comités de ética e
investigacion del Instituto Nacional de
Cardiologia “lgnacio Chavez”, México DF.
Previa obtencion de consentimiento infor-
mado de todos los participantes, se extrajo
DNA de linfocitos periféricos utilizando las
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Arbol Familiar; se definié como “afectado” los casos con QT corregido por formula de Bazett (QTc)> 440 mseg
en hombresy > 460 mseg en mujeres. Los valores de QTc de cada individuo se muestran debajo del simbolo.
La edad al momento de estudio se ilustra arriba. * Edad al momento de la muerte.

técnicas estandarizadas. Se obtuvo ade-
mas DNA control de 200 Mexicanos-
Mestizos del acervo de la Unidad de
Biologia Molecular y Medicina Genémica
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricion Salvador Zubiran, ciudad de
México. Se obtuvieron 200 controles adi-
cionales, 100 caucasicos y 100 africo-ame-
ricanos de los repositorios celulares Coriell.

Se estudiaron ademas 262 casos con sos-
pecha diagndstica de SQTL, negativos para
mutaciones en los genes conocidos hasta
la fecha (180 mujeres, 96% caucasicos,
edad al diagnostico 25 +16 anos,y QTc pro-
medio de 470 £ 60 mseg) referidos al labo-
ratorio de Genomica de Muerte Subita
“Windland Smith Rice” de la Clinica Mayo,
Rochester Minnesota para estudio
Genético.
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Andlisis Mutacional

Utilizando la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR) y cromatografia liquida des-
naturalizante de alto rendimiento
(DHPLC), se realizd analisis mutacional del
caso para todos los genes conocidos hasta
la fecha que condicionan SQTL (KCNOs,
KCNH2, SCN5A, ANKB, KCNET, KCNE2, KCNJ2,
CACNA1C, y CAV3) usando los sebadores
publicados con anterioridad. Posterior-
mente se realiz6 analisis mutacional de las
cuatro subunidades auxiliares B del canal
de sodio, codificadas por SCN1B, SCN2B,
SCN3B y SCN4B. Los sebadores utilizados
para la amplificacion por PCR de las subu-
nidades B, fueron disenados utilizando el
programa Oligo™; las condiciones de PCRy
DHPLC se muestran en la Tabla 3.1.



Tabla 3.1

Sebadores, condiciones de PCR y DHPLC para el analisis mutacional de las subunidades Na, .

Exon Sebador (5'-3") Sebador (5°-3") (ph) [\:‘g"((.'; M;‘t;:o (;:E:’I:;;!C} t;;:‘:':::nzq
SCN1B-1 | CGC CTC TCG CCC CGC TAT TA | CTC CCG CCG CCC CGC CAG TG 164 | ImM* 2 50.5-51.5%; 67 | 48-58%; 72
SCNIB-2 | CCTGAC CTGAGC CTGCTGTC | TGC CCT CCCATGCCG TIC C 227 | ImM* 2 56.6-66.6%, 65
SCNIB-3 | CCTTCCCCT CCCTGG CTAC | GGC AGG CAG CAC CCGACT CA | 287 | ImM* 2 56.3-66.3%; 63 | 52.6-62.6%; 65
SCN1B-4 | CAG CCT GGG CTACCCCCTTA | CCC TGG GTG CCCTCC CACCT | 220 | ImM* 2 53.7-63.7%; 62.5
SCNIB-5 | CGG TCT GAT GAT GGG GTC AC | TTA CGG CTG GCTCTT CCT TG 243 | ImM* 2 54.8-64.8%, 63
SCN2B-1 | CCATTC CTC CCT TGT AGT TCT | CCC CAT CCT CTT CAC ATT GC 216 | 2mM 1 53.6-63.6%; 61.5
SCN2B-2 | CCAACACTCCCAGGCACAG | GACCAG GGG CTT CATGCC A 36 | 2mM 1 57.2-67.2%; 62 | 57.2-67.2%, 63.5
SCN2B-3 | GGCATCCTC ACTGTCCTT G AGG TGG GTG GGA AAG GTC A 329 | ZmM 1 57.5-67 5%, 63 57.5-67 5%, 64
SCN2B-4 | CAC GGG TAG TGG GGT GAT G | CGA GCA GGC AGG GTC ACT G 346 | 2mM 1 57.9-67 9%; 63.5
SCN3B-2 | GCA GTC CTT GACCGA GGG A | AGA GGC AAGCCAGCCAGAG | 223 | 2mM 1 53.9-63.9%; 59.5 | 53.9-63.9%;61.5
SCN3B-3 | CCTCCC TCCTTC TTC TCC AA | CAG GAG CCA GGC TGG GAAC | 316 | 2mM 1 57.2-67.2%; 63.5
SCN3B-4 | CTGCCCTGT CCCTAACTGG | TTC CCTGTC CAC AGA GAGC 358 | 2mM 1 57.2-67.2%, 63.5
SCN3B-5 | TCC AATGACGGC TCTAGG T | GAG CAAGCA TTC TGA AGG TG | 258 | ZmM 1 55.3-65.3%, 59.5
SCN3B-6 | CTC CTG TGC CCT GCTCCT T ACA ACC TGC CAT CCA CATTC 219 | 2mM 1 53.7-63.T%; 61.5
SCN4B-1 | GCT GTGCCC AGTATCCCAT CCACCATCCTCATICCGT G 241 | ZmM* 1 47.2-57.2%, 64 54.7-64.7%, 67
SCN4B-2 | CCC GAG GTT GGC ACTGAG G | GGA CCA GAG CGT AGG AGG C 373 | ImM* 1 58.5-68.5%, 62
SCN4B-3 | TCTCGG CTACTTTCT CACCC | CCTCCC AAGTCC TTC CCAC 320 | ZmM 2 57.3-67.3%; 61
SCN4B-4 | GCT CCA GGT TGACTC TTG CT | GCT GCT GGG AGG ACA GGA G 326 | 2mM ' 57.4-67.4%; 61.5
SCN4B-5 | TCC CCC TAC TCT TGC TCC T GGACTCTGG TITCTT GTG CC 284 | 2mM 2 56.5-66.5%,; 63

*DMSO 8%

La Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se realizd en un volumen de 20ul uti-
lizando song de ADN, 16pmol de cada
sebador, 200uM de cada dNTP, somMol/L
KCl, tomMol/L Tris-HCl (pH 8.3) y 1.0 U de
Amplitag Gold (ABI, Fosterr City, CA). La
amplificacion por PCR se realizé utilizando
el ciclador térmico DNA Engine Tetrad (M)
Research, Waltham, MA). PCR Método 1:
94°C 5 min, seguido de 5 ciclos a 94°C por
20 seg, 64°C por 20 seg y 72°C por 30 seg;
seguidos de 35 ciclos de 94°C por 20 seg,
62°C por 20 seg, 72°C por 30 seg, y exten-
sion final a 72°C por 10 min. PCR Método 2:
94°C por 15 min, seguido de 35 ciclos a
94°C por 30 seg, 58°C por 30 seg, 72°C por
30 seg y extension final a 72°C por 1omin.
El DHPLC se realizd utilizando solucion
amortiguadora B al 5% /minuto gradiente.
El inicio y término de la solucion amorti-
guadora B seguida de la temperatura a la
cual se efectud el gradiente, se indica en la
tabla 3.

Andlisis Funcional
Se realizo clonacion y mutagénesis dirigida
siguiendo las técnicas reportadas previa-

mente que describimos a continuacion:
Para la clonacion del canal de sodio (hH1b)
se utilizaron los sebadores 5’ GATGAGAA-
GATGGCAAACTTCC 3y 5GCTCTG-
GATCCCCGGGGGTGLC 3" para ~3kb de
5'Na 1.5 y 5'CACCCCCGGGGATCCAGAGC 3’y
5 TTCAGTGTGTCCTGGCCAG 3’ fueron usa-
dos para clonar ~3kb de 3' mRNA de cora-
zon humano (Clontech, Palo Alto, CA),
RETRscript (Ambios, Austin, TX), y pfu ADN
polimerasa se utilizo para realizar trans-
cripcion reversa mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR). El proto-
colo para la transcipcién reversa se efectuo
de acuerdo a las recomendaciones del
manufacturador. Para el PCR se programo
el termociclador de la siguiente manera:
un primer ciclo para desnaturalizacion de
94°C por un minuto, seguido de 35 ciclos
de amplificacion a 94°C por un minuto
50°C por un minuto y 72°C por 8 minutos,
al finalizar se programo un ciclo de exten-
sion a 72°C por 20 minutos. Los productos
del PCR fueron clonados en el vector pCR-
Bluntll-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA) y
secuenciados con polimerasas termoesta-
bles, y dideoxi- terminadores con marca-
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dor fluorescente. Se utilizé un secuencia-
dor automatico (modelo ABI 377XL y 377-
96). La secuencia fue publicada con ante-
rioridad en GenBank (No. Acceso
AF482988). La clona completa se analizd
en dos piezasy se secuencio en tres ocasio-
nes para verificar su integridad. Para la clo-
nacion de la subunidad P4 silvestre de
cDNA obtenido por RT-PCR, de corazon
humano; se utilizaron los sebadores g'-
AGAGAACAGGACTATGCCCG-3'y 5'-TTTCAT-
CATCAGAAAGGGGG-3. La subunidad B4
silvestre fué subclonada en pcDNA3 y
secuenciada para checar la integridad de
la clona. La mutante L179F-B4 se construyo
por mutagenesis dirigida utilizando los
siguientes sebadores 5'-ATCGGGCTCCT-
CATCTTCATCCTGCTCATCAAG-3' y  5-CTTGAT-
CAGCAGGATGAAGATGAGGAGCCCGAT-3. La
subunidad B4 silvestre y la mutante L179F-
B4 fueron subclonadas en el vector de
expression mamifero pIRGFP1, (amable-
mente ororgado por el Dr. David Johns,
Johns Hopkins University) que contiene
IRES y GFP. Las construcciones B4-silvestre
y la mutante Li79F-B4 fueron heterdloga-
mente expresadas en cElulas embrionarias
de riOUn humano HEK 293 conteniendo en
forma estable la subunidad o de canal de
sodio, isoforma cardiaca (hNaV1.5, hH1c ,
codificada por el gen SCN5A GeneBank
#AY148488). Las corrientes de sodio
macroscopicas fueron registradas por
medio de las técnicas estandarizadas utili-
zando la metodologia de Path Clamp en la
configuracion de célula completa, utili-
zando un amplificador Axopatch vy
pClamp8.0 software (Axon Instruments,
Foster City, CA). La solucion extracelular
contuvo los siguientes elementos (mM):
140 NaCl, 4 KCl, 1.8 CaCl, o.75 MgCl, y 5
HEPES (pH 7.4 ajustado con NaOH). La
solucién intracelular (contenida en la
pipeta) estuvo compuesta de: (concentra-
ciones en mM) 120 CsF, 15 CsCl, 2 EGTA, 5
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HEPES y 5 NaCl (pH 7.4 con CsOH.) El anali-
sis de la activacion, inactivacion y recupe-
racion de inactivacion se realizé por medio
de técnicas reportadas previamente y se
describen en cada grafica.9?° La activa-
cion e inactivacion fueron ajustadas por
medio de la funcion de Boltzmann utili-
zando Clampfit 8 (Axon Instrument). La
corriente pico y corriente tardia de |, se
obtuvieron después de la substraccion
pasiva de la fuga. El tiempo de recupera-
cion y el decaimiento de la corriente fue-
ron ajustadas utilizando una funcién bi-
exponencial. Los resultados se muestran
como promedios del error estandar de la
media, para el analisis estadistico se utilizd
la prueba t-student.
Andlisis Bioquimico

Se realizd co-inmunoprecipitacion de la
subunidad o de canal de sodio codificada
por SCN5A 'y la subunidad b4, utilizando un
marcador HA para SCN5A y Myc para la
subunidad by, coexpresadas en células
embrionarias de rifidn humano (HEK293).
La preparacion se inmunoprecipité con 1pg
de anticuerpo monoclonal anti-HA (labo-
ratorios Zymed, San Francisco, CA) y sepa-
radas posteriormente por electroforesis
por 12% SDS-PAGE. Posteriormente se rea-
lizo inmunoblot con o.5 pg/ml de anti-
cuerpo policlonal anti-Myc (Sigma-Aldrich,
St Louis, Mo), los complejos inmunes se
desarrollaron utilizando el kit ECL-plus
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

Resultados

El estudio genético de los g genes que con-
dicionan SQTL descritos hasta la fecha, fue
negativo. El analisis mutacional de las
subunidades b mostro la sustitucion de
una Citosina por una Timina en la posicion
535 en el gen SCN4B, dando lugar a un
cambio de aminoacido en la posicion 179:



L179F (leucina, L, por fenilalanina, F) (Figura
3.4). Este cambio no se encontré en 8oo
alelos de referencia. El analisis mutacional
de SCN4B en 262 casos con sospecha de
SQTL y genotipo negativo, no mostro otras
variaciones.

179 se localiza en la region transmembra-
nal (Figura 3.5), y es un aminoacido relati-
vamente conservado a través de diferentes
especies (Figura 3.6).

Normal

CCTCATCCTCATCC
L179F

\

CCTCATC ?TCATCC‘

Dominio N-terminal
Extremo

Dominio Transmembranal

L179F co-segrega con la enfermedad, con
penetrancia incompleta en un arbol fami-
liar de tres generaciones. Los valores de QTc
y las edades se muestran en la Figura 3.3.
Otros familiares afectados muestran una
prolongacion discreta del intervalo QTc, el
caso indice es el Unico que presenta un
fenotipo severo.No se contd con ECG de los
casos que fallecieron en forma subita.

Al ser transfectados en forma transitoria

Figura 3.4

Perfil obtenido mediante DHPLC y secuencia. El perfil
anormal se muestra abajo, el normal arriba. Se
observan los cromatogramas obtenidos al secuenciar
el caso indice, condicionando el cambio de una
Leucina (L) a Fenilalanina (F) en la posicién 179.

Dominio C-Terminal

extracelular con _ Extremo
morfologia tipo Ig Citoplasmatico

AA 31-161 AA 162-183 AA 184-228 C228
AAT-30
foroe 1o bt o i KKLITFILKKTREK

184 197

Bloqueador del Canal Activado

Figura 3.5. Localizacién de la mutante L179F en la subunidad bg

Topologia linear de la subunidad B4. La numeracién de aminoacidos es relativa al producto completo del gen.
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L179F

Homo sapiens GLLILILLIKK
Xenopus tropicalis GLLILILIMEK
Gallus gallus GLLILFMLVKR
Macaca mulatta GLLILILLIKK
Rattus norvegicus ~ GLLVCILLLKK

Mus musculus GLLVCILLLKK

SCN5A

SCN5A+B4 Normal

Figura 3.6

Conservacion de L179F en
algunas especies

SCN5A+ B4 L179F

1nA|

2.5ms

Figura 3.7 Caracterizacion functional de la mutante L179F en células HEK293,
expresando en forma estable la subunidad o del canal de sodio Na 1.5

codificado por SCN5A.

Trazos representativos de la corriente de sodio registrada por medio de parche perforado con la técnica de
patch-clamp, con variaciones en el potencial como se muestra en la figura comenzando a —140 mV. La
amplitud de corriente y el tiempo se muestra en cada panel para el canal de sodio, canal de sodio +
subunidad B4 silvestre y canal de sodio + B4 mutante. No se observaron diferencias significativas en la

amplitud de corriente/ tiempo (ver también Tabla 3.2).

SCN4B silvestre y la mutante L179F- SCN4B
en células HEK293 con expresion estable
del transcrito mas comun de SCNsA en
humanos (H558/Q1077del)?°, se obtuvie-
ron corrientes pico robustas sin diferen-
cias significativas en la amplitud de
corriente/tiempo (Figura 3.7y Tabla 3.2).

La mediciones para activacion e inactiva-
cion dependientes de voltaje del canal de
sodio fueron analizados utilizando proto-
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colos estandar y ajustados con la funcion
de Boltzmann. La inactivacion depen-
diente de voltaje pero no la activacion, fue-
ron modificadas por la mutante L179F
(Figura 3.8 y 3.9C). Esta pequefia, pero sig-
nificativa variacion en direccion positiva de
la inactivaciéon (WT-B4, -82.52 + 0.74 n=9
L179F-B4, -79.10 £0.59 n=9, p < 0.05) incre-
menta la corriente de ventana y puede
contribuir en la génesis de arritmias. Quiza
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Figura 3.8 Caracterizacion funcional de la mutante L179F en células
HEK293, expresando en forma estable la subunidad o del canal de sodio

Na 1.5 codificado por SCN5A.

Activacion dependiente de voltaje (derecha) inactivacion (izquierda) del canal de sodio Na 1.5 en presencia de
la subunidad B4 silvestre y mutante Li79F. Los resultados promediados fueron ajustados con la funcion de
Boltzmann (ver también Tabla 3.2). El protocolo se estimulacion se muestra a un lado de la grafica.

mas importante es que este cambio en la
inactivaciéon indica una clara interaccion
de la subunidad a del canal de sodio con la
subunidad B4 en los sistemas heterélogos
de expresion.

La mutante L179F-B4 mostrd una corriente
tardia a -6omV, 8 veces mayor que el canal
de sodio solo, suficiente para prolongar la
repolarizacion terminal y el intervalo QT,
efecto similar se ha reportado previa-
mente en mutaciones en SCN5A que con-
dicionan el SQTL3. De hecho, el incremento
en la corriente tardia excede a la reportada
en la clasica mutacion en SCNgA, AKPQ, en

la region del poro de la subunidad o de
canal de sodio, codificada por SCNSA
(Figura 3.10).2

En la Tabla 3.2 se muestran los datos de Ia
densidad de corriente y demas parametros
de apertura. Se observaron cambios signifi-
cativos en la cinética de recuperacion, parti-
cularmente un incremento significativo en
la Tau lenta de recuperacion.

Los experimentos de Co-inmunoprecipita-
cion (Figura 3.11) mostraron que la subuni-
dad B4 silvestre y la mutante Li79F-B4
inmunoprecipitan con SCN5A.
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Figura 3.9 Caracterizacion funcional de la mutante L179F en células HEK293,
expresando en forma estable la subunidad a del canal de sodio Na 1.5

codificado por SCN5A.

Detalle de la corriente de ventana al sobreponer las curvas de activacién e inactivacion. La mutante L179F

incrementa la corriente de ventana.
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Figura 3.10. Corriente Tardia obtenida con
la mutante L179F-B4

(A). Trazos representativos de la corriente tardia de
sodio en respuesta al cambio de voltaje. Se inicia con
un voltaje basal de -140mV a -60 mV de 700-mseg
de duracion (el protocolo se muestra en la figura). La
corriente tardia se normalizo al pico de corriente,
enfatizando el componente tardio, de manera que la
corriente pico se encuentra fuera de la escala.

WT= variante silvestre

(B). Grafica que muestra el incremento de la
corriente tardia durante la repolarizacién, obtenida
con la mutante L179F-B4, la magnitud de la
corriente tardia supera incluso a la observada con la
mutante primaria en canal de sodio, caracterizada
previamente y que condiciona SQTL3 (AKPQ)?'.

WT= variante silvestre



Tabla 3.2 Resumen de la densidad de corriente y paramentros de apertura.

) SCN5A +p4-
SCN5A SCN5A +p4-Silvestre L179F
Densidad Iya
oAIpF -425.70+ 25.58 -378.43+61.81 -341.56+35.30
(n=5) (n=7) (n=8)
Activacion
-43.78+1.28 -43.69+1.61 -43.37+1.13
Vaa (V) (n=5) (n=7) (n=8)
3.12+0.10 3.63+0.16* 3.85+0.23*
Slope factor (n=5) (n=7) (n=8)
Inactivacion
78.77+1.11 -82.28+0.74* -79.10+0.59+
Vi (MV
1 (mV) (n=10) (n=9) (n=9)
4.72+0.09 6.03+0.23* 6.03+0.35*
Slope factor (n=10) (n=9) (n=9)
Recuperacion
dela
Inactivacion
. 1.52+0.14 1.48+0.10 1.80+0.18
(n=12) (n=18) (n=22)
- 0.83+0.02 0.82+0.02 0.75+0.02*+
A da (¢
mp répids (%) (n=12) (n=18) (n=22)
37.28+3.93 24.50+4.01* 47.95+7.51F
lenta (ms
* (ms) (n=12) (n=18) (n=22)
0.18+0.01 0.19+0.01 0.20+0.01
Amp lenta (°
mp lenta (%) (n=12) (n=18) (n=22)
Decay (-20 mV)
S 0.68+0.02 0.77+0.04 0.80+0.04
(n=5) (n=6) (n=8)
< lenta (ms) 2.85+0.26 3.16+0.31 3.66+0.27
(n=5) (n=6) (n=8)

Promedio+Error estdndard

* p<0.05 vs SCNSA , T p<o.0s, vs B4-silvestre

51



do HA-SCN5A + Myc- p4-WT

Lisado de Células HEK

Isa

BkDa g .

L

IP: anti-HA

Lisado HA-SCN5A + Myc- p4-WT
Lisado HA-SCN5A + Myc- B4- L179F

SCN5A + Myc- B4-WT
SCNS5A + Myc- p4- L179F

-

p—

Figura 3.11 Co-Inmunoprecipitaciéon de SCN5A y la subunidad 4.

Se muestran los lisados obtenidos de las células HEK293 no transfectadas (columna 1) y células transfectadas
con HA-SCN5A y Myc-B4 (columna 2). Las Columnas 3-6 muestran inmunoprecipitacién de complejos
proteicos derivados de la co-transfeccion de HA-SCNsA y Myc-B4- silvestre; HA-SCN5A y Myc- B4-L179F; HA-
SCNsA 'y Ba-silvestre no marcada respectivamente. La banda que muestra 38 kDa reconoce la subunidad B4,
las bandas por arriba son uniones inespecificas. La columna 1 muestra no reconocimiento control, la columna
2 muestra reconocimiento del marcado con Myc. La columna 3y 4, muestra que la subunidad B4-fue
reconocida por el precipitado de SCN5A tanto Silvestre como por la mutante L179F (flecha roja). En las
columnas 5y 6 no se observa precipitado, la subunidad B4 no fue reconocida por el complejo no marcado

SCNs5A 'y Myc-B4.
Discusion y Conclusiones

En el presente trabajo mostramos que
SCN4B es un nuevo gen asociado al SQTL,
basado en la identificacion de una nueva
mutacion (L179F) que 1) co-segrega apro-
piadamente con la enfermedad, 2) ausente
en 800 alelos de referencia, y 3) produce un
“incremento en la funcion” de Na 1.5, en
un caso en donde no se encontraron muta-
ciones en los genes descritos hasta la
fecha.

L179F co-segrega apropiadamente con
penetrancia incompleta, hecho que es
tipico para las arritmias transmitidas gené-
ticamente. Hasta un 40% de los portadores
de una mutacién que condiciona SQTL, tie-
nen un QTc en limites normales# 22 La
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penetrancia, expresividad y fenotipo, son
influenciadas por genes con propiedades
modulatorias®™. Sin embargo, en el caso en
estudio, no identificamos ningun polimor-
fismo modulador descrito que explique la
severa prolongacion del intervalo QT del
casoy el bloqueo AV 2:1.

El bloqueo AV 2:1 en el contexto del SQTL,
tiene una incidencia del 4-5% en series
pediatricas?, es usualmente un evento ais-
lado, se asocia a una alta mortalidad,
>50% sin importar el tratamiento 2+ 2. Los
sintomas suelen aparecer a temprana
edad, la bradicardia fetal paroxistica y el
“hydrops fetalis” son hallazgos comunes. El
fendbmeno ocurre en el contexto de un
largo periodo refractario efectivo depen-
diente de frecuencia?®. El complejo ORS



es usualmente angosto, a pesar de esto,
el bloqueo se ha reportado de localiza-
cion infrahisiana; 20?8 sin embargo, el
bloqueo suprahisiano no se encuentra
completamente descartado y de hecho el
sitio del bloqueo pudiera depender del
genotipo. Hasta ahora, 3 genes han sido
asociados al bloqueo AV 2:1: SCNSA,
KCNH2 y CACNA17 2738 Nuestros resulta-
dos sugieren que la subunidad B4 codifi-
cada por SCN4B, constituye otro gen que
puede condicionar bloqueo AV 2:1 en
pacientes con SQTL.

De acuerdo a la historia familiar del caso,
las dos muertes subitas que ocurrieron en
la familia, fueron en el contexto de ejerci-
cioyen el postparto. Estos gatillos han sido
asociados previamente a mutaciones en
los genes KCNQ1 y KCNH2 respectiva-
mente, pero no se encontraron mutacio-
nes en estos genes en el caso en estudio. A
pesar de que el sincope al ejercicio sugiere
un fenotipo de SQTL1y los eventos cardia-
cos postparto son mas comunes en el
SQTL2, 44% de los pacientes referidos para
estudio genético por sincope al ejercicio y
25% con historia familiar de un evento
arritmico fatal en el postparto, no tendran
mutaciones en los genes que condicionan
SQTL1-639; es importante enfatizar que la
correlacion genotipo-fenotipo para los
subtipos raros de SQTL, principalmente los
que involucran proteinas auxiliares, no ha
sido aun determinado.

Los canales idnicos existen en complejos
macromoleculares, asociados con diversas
proteinas auxiliares con propiedades regu-
latorias del canal; estas proteinas se
encuentran o forman parte de la mem-
brana celular, matriz extracelular, intrace-
lular, citoesqueleto o sistema de transduc-
cion de senaless. En principio, cualquier
perturbacion en algun componente de
este complejo, afectara la funcion del

canal. Los canales de sodio dependientes
de voltaje tienen un subunidad formadora
del poro o o y una o mas subunidades
auxiliares B4°. En la actualidad se han des-
crito en el humano nueve subunidades
funcionales o (Na,1.1-1.9)4'y cuatro subuni-
dades B. Numerosas mutaciones en las
Na, o han sido asociadas a enfermedades
hereditarias, las mutaciones en el gen
SCN5SA que codifica la isoforma cardiaca
del canal de sodio o Na 1.5 dan lugar al
SQTL3 y Sindrome de Brugada tipo 1, sin
embargo, de las 4 subunidades B, solo la B1
ha sido asociada a enfermedad en el
humano, mutaciones en esta subunidad
se han descrito en casos con crisis convul-
sivas febriles42,

Las subunidades Na,f son proteinas con
topologia tipo |, caracterizadas por una
region amino terminal extracellular, un seg-
mento transmembranal y un dominio cito-
plasmatico carboxilo-terminal. Muestran
una morfologia extracelular tipo Ig, que
con frecuencia se encuentra en moléculas
de adhesion® que posicionan el canal
ionico en la membrana celular y median
interacciones con otras moléculas.Na,, 1y
B3 son similares en secuencia y se asocian
en forma no-covalente con las subunida-
desa. Na,, B2y B4 son proteinas similares
ligadas por puente disulfuro a las subuni-
dades a'3'4. Estudios inmunocitoquimicos
realizados en corazon de raton muestran
que el canal de sodio del miocito ventricu-
lar de estos animales es compuesto por
subunidades Na 1.5 + B2 y/o B4 en los dis-
cos intercalares, mientras que otras isofor-
mas de canal de sodio Na,11, Naj1.3 y
Na 1.6, se encuentran en los tubulos trans-
versos junto con subunidades f1y/o B3™.
No existen modelos Knock-out para las
subunidades Na B2y B4, pero los ratones
que carecen de la proteina Na,, B1-presen-
tan crisis convulsivas y ataxia%, mientras
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que los ratones que carecen de Na,, B2 tie-
nen una susceptibilidad incrementada a
presentar crisis convulsivas#.

La subunidad B4 se distingue por tener un
extremo citoplasmatico que va del amino-
acido 184 al 197, considerando el producto
completo del gen, o del aminoacido 154 a
167 considerando la proteina madura
(KKLITFILKKTREK Figura 3.5); conteniendo
Lisinas y residuos hidrofobicos; dicho seg-
mento ha sido postulado como bloquea-
dor del estado abierto del canal3 y en
forma recientemente, implicado en las
transientes resurgentes en la conduccion
de sodio que contribuyen al periodo refrac-
tario corto observado en el canal de sodio
codificado por SCNSA encontrado en las
células de Purkinje4®. La eliminacion enzi-
matica de este bloqueador endégeno,
genera un retardo en la recuperacion del
canal. Esta corriente resurgente inducida
por el extremo citoplasmatico de la subu-
nidad B4 ha sido reproducida también in
vitro en la isoforma cardiaca, codificada
por SCNsA, se ha sugerido incluso un sitio
putativo de unién en el sitio de union de
S6, en la cavidad del canal4. Este meca-
nismo es analogo al observado en pacien-
tes portadores de SQTL3, con mutaciones
en el gen SCN5A; y sugiere que la mutacion
en B4, L179F representa una pérdida prima-
ria en la funcion del producto de SCN4B
que en forma secundaria precipita un
incremento en la funcion de Na 5. De
hecho, la magnitud de la corriente tardia
inducida por la mutante Li79F en B4, es
mayor que la observada en mutaciones
primarias en el gen SCN5A que codifica la
subunidad principal alfa. A diferencia de
las mutaciones observadas en SCNEgA, el
mecanismo involucrado en el incremento
en la funcion del canal de sodio en estos
experimentos, se confina a la corriente de
ventana probablemente enlenteciendo la
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repolarizacion terminal, en vez de la clasica
acentuacion de la corriente tardia a poten-
ciales de membrana mas despolarizantes
que prolongan la fase 2 del potencial de
accion. Es importante resaltar que los
experimentos fueron realizados en un sis-
tema heterdlogo de expresion, que si bien
es una técnica considerada estandar para
caracterizar mutaciones en el estudio del
SQTL, carece del ambiente nativo de las
células cardiacas, no incluyen las otras
subunidades B1, B2, o B3, ni otros compo-
nentes del complejo macromolecular del
canal de sodio, como caveolina, sintrofina,
etc. Los efectos observados pudieran ser
mas evidentes y severos en un ambiente
nativo completo. Sin embargo no necesa-
riamente existe una concordancia entre el
grado de disfuncion del canal in vitro con
la severidad de los sintomas clinicos. En
este caso en particular, el fenotipo molecu-
lar concuerda con el fenotipo clinico (afec-
cion de canal de sodio), y existe cosegrega-
cion de la enfermedad, hechos que
sustentan a la mutacion L179F en la subu-
nidad B4 como influyente o causante del
fenotipo de SOTL.

En el presente trabajo mostramos que las
mutaciones en el gen SCN4B pueden con-
tribuir al substrato patolégico de algunos
casos con SQTL, alterando la corriente de
sodio del canal de sodio (Na,1.5). Este estu-
dio muestra la primera mutacion humana
en la subunidad Na, B4 asociada a enfer-
medad. De esta forma, las mutaciones en
SCN4B, se unen a la reciente descripcion de
mutaciones en CAV3 (SQTL9)4® como cau-
sas raras de el SQOTL que afectan los genes
que codifican las proteinas regulatorias de
canales ionico; en este caso en particular,
del canal de sodio, dando un fenotipo
molecular y clinico similar al observado en
el SQTL3.
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CapPiTuLO IV

Fenotipo Clinico y Caracterizacion Funcional de la
delecion en la region N-terminal (R34fs/60) en el

canal de sodio Na 1.5
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Heart Rhythm 2007;(5): S145-S145 Suplemento, Presentado en Heart Rhythm 2007
Clinical phenotype and functional characterization of N-terminal frame-shift/deletion (R34fs/60) muta-
tion in the SCN5A-encoded cardiac sodium channel Na 1.5.

Resumen

La caracterizacion funcional de las muta-
ciones en el gen SCN5A que codifica la iso-
forma cardiaca del canal de sodio, han sido
de utilidad para entender la relacion
estructura-funcién del canal. Presentamos
las implicaciones clinicas y biofisicas de
delecion en la region N-terminal R34fs/60.

Un lactante de 7 meses de edad con histo-
ria de flutter neonatal, acudid al servicio
de urgencias con fiebre y taquicardia ven-
tricular. A pesar de restablecer el ritmo
normal, el lactante mostrd profundo dano
cerebral y falleci¢. Se observo en el electro-
cardiograma prolongacion del intervalo
QT. Por medio de PCR, DHPLC y secuencia-
cion directa, se realizd analisis mutacional
de los principales genes asociados al sin-
drome de QT largo. Se detectaron dos
mutaciones en el gen SCNs5A: R34fs/60
heredado por linea materna y R1195H
heredado por linea paterna. Las mutacio-
nes fueron creadas por mutagénesis diri-
gida y expresadas en células HEK293.
R34fs/60 no mostro corriente, R1195H mos-

tré corriente pico normal pero parametros
de activacion e inactivacion anormales. La
co-expresion de R34fs/60-SCN5A y R1195H-
SCN5A dio lugar a un incremento en la
corriente tardia, comparado con R1195H-
SCN5A solo.

En conclusion, se documenté un fenotipo
severo en un lactante con 2 mutaciones en
el canal de sodio cardiaco: R34fs/60 vy
R1195H. Los estudios de expresion hetero-
loga mostraron que la delecion (R34fs/60)
no genera corriente, pero en forma inespe-
rada, este péptido de 94 aminoacidos, con-
fiere un incremento en la corriente tardia
en los canales conteniendo la mutante
R1195H, sugiriendo un importante papel de
esta region en la inactivacion del canal.

Introduccion

El gen SCN5A codifica la formacion de la
subunidad a. del canal de sodio humano o
Na,1.5; este canal juega un papel predomi-
nante en la electrofisiologia cardiaca y
génesis de arritmias. Las mutaciones en
SCN5A que generan incremento de la fun-
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cion del canal,dan lugar al Sindrome de QT
Largo tipo 3 (SQTL3)', mientras que las
mutaciones que generan pérdida de fun-
cion del canal, dan lugar a diversos sindro-
mes: Sindrome de Brugada tipo 1 (SBr)?,
disfuncion del nodo sinusal (DNS), defec-
tos en la conduccion cardiaca (DCC)> 4y
miocardiopatia dilatada (MCD)5. Las muta-
ciones que incrementan la funcién del
canal, afectan la inactivacién rapida la
repolarizacion se prolonga y esto favorece
la presencia de arritmias ventriculares
malignas, en particular la conocida como
torsades de pointes o taquicardia helicoi-
dal, que frecuentemente degenera en fibri-
lacion ventricular y muerte subita. Las
mutaciones que generan pérdida de la
funcion, normalmente condicionan cam-
bios en los parametros de apertura del
canal y reduccion en la densidad de
corriente. EI mecanismo por el cual se
observan diversos fenotipos clinicos
cuando existe pérdida de la funcion del
canal, no es bien entendido, se ha sugerido
que la desviacion a la derecha en la curva
de activacion del canal dependiente de vol-
taje es un hallazgo comun en el fenotipo
de DCCS. El fenotipo de SBr1 es probable-
mente una de las formas mas severas de
pérdida de la funcion del canal, con riesgo
importante de muerte subita por fibrila-
cion ventricular. En cambio el fenotipo de
DNS tiene baja probabilidad de muerte
subita.

El analisis funcional de las variantes
encontradas en el humano ha provisto de
elementos importantes en el entendi-
miento de la funcién de los dominios y
regiones clave del canal. El conocimiento
de la relaciéon estructura-funcion, es crucial
para el desarrollo de nuevos farmacos y
tratamiento 6ptimo de los enfermos. En
los Ultimos afos se han publicado diversos
estudios que describen la funcién de la
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region COOH-terminal, misma que es cru-
cial para la inactivacion del canal?, pero
poco se sabe del papel funcional del domi-
nio NH3 terminal.

Métodos

Andlisis Mutacional

El estudio fue realizado de acuerdo a los
lineamientos establecidos por los comités
de ética e investigacion del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”,
México DF. Después de la obtencion de
consentimiento informado de todos los
participantes, se obtuvo muestra sangui-
nea para extraccion de DNA de linfocitos
periféricos. Por medio de cromatografia
liquida de alto rendimiento (DHPLC) y
secuenciacion directa, se estudiaron las
regiones codificantes y sitios de union
exon-intron de los 5 principales genes aso-
ciados a SQTL: KCNQ1, KCNH2, SCN5A,
KCNE1y KCNE2 los sebadores y parametros
de la reaccion en cadena de la polimerasa,
fueron publicados previamente™o™.

Mutagenesis Dirigida y Expresion

Funcional
Las mutantes R34fs/60 y R1gsH fueron
creadas por mutagénesis dirigida (kit para
mutagénesis de Stratagene®) por medio
de PCR (reaccion en cadena de la polime-
rasa). Ambas mutantes fueron construidas
en la variante resultante del procesa-
miento alternativo de canal de sodio car-
diaco (SCNsA/h Na 1.5) mas frecuente en
el humano, en el vector pcDNA3
(Invitrogen; Carlsbad, CA); dicha variante
carece de una glutamina en la posicion
1077 (01077del)® Para la clonacién del canal
de sodio (hH1b) se utilizaron los sebadores
5'CGATGAGAACATGGCAAACTTCC 3y
5'GCTCTGGATCCCCGCGGGTGCC 3 para
~3kb de 5'Na 1.5 y 5'CACCCCCGGGGATCCA-
GAGC 3"y 5'TTCAGTGTGTCCTGGCCAG 3



fueron usados para clonar ~3kb de 3’
MRNA de corazdén humano (Clontech, Palo
Alto, CA), RETRscript (Ambios, Austin, TX), y
pfu ADN polimerasa se utilizo para realizar
transcripcion reversa mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR). El
protocolo para la transcipcion reversa se
efectud de acuerdo a las recomendaciones
del manufacturador. Para el PCR se pro-
gramo el termociclador de la siguiente
manera: un primer ciclo para desnaturali-
zacion de 94°C por un minuto, seguido de
35 ciclos de amplificacion a 94°C por un
minuto 50°C por un minuto y 72°C por 8
minutos, al finalizar se programé un ciclo
de extension a 72°C por 20 minutos. Los
productos del PCR fueron clonados en el
vector pCR-Bluntll-TOPO (Invitrogen,
Carlsbad, CA) y secuenciados con polime-
rasas termoestables, y dideoxi- terminado-
res con marcador fluorescente. Se utilizé
un secuenciador automatico (modelo ABI
377XLy 377-96). La secuencia fue publicada
con anterioridad en GenBank (No. Acceso
AF482988). La clona completa se analizd
en dos piezas y se secuencio en tres ocasio-
nes para verificar la integridad de las cons-
trucciones. Los canales de sodio silvestre
(normales) y con la mutante, fueron expre-
sados en forma transitoria en células HEK-
293 para estudio funcional.

Caracterizacion Funcional y Mediciones
Electrofisiolégicas

Las corrientes de sodio macroscopicas fue-
ron registradas por medio de |a técnica de
parche perforado por medio de registro
zonal (Path Clamp) a una temperatura
entre 22-24°C, utilizando una solucion
extracelular constituida por (unidades en
mmol/L): NaCl 140, KCl 4, CaCl, 1.8, MgCL,
0.75y HEPES 5 (pH 7.4, utilizando CsOH). Se
utilizaron pipetas con una resistencia
entre 1.0y 2.0 MQ con solucion compuesta
de: (concentraciones en mM) 120 CsF, 15

CsCl, 2 EGTA, 5 HEPES y 5 NaCl (pH 7.4 con
CsOH.). Los datos fueron adquiridos utili-
zando pClamp 8.2 (Axon Instruments
IncUnion City, CA) y analizados utilizando
Clampfit (Axon instruments Inc.). El anali-
sis de la activacion, inactivacion y recupe-
racion de inactivacion se realizo por medio
de técnicas reportadas previamente y se
describen en cada grafica.’® La activacion e
inactivacion fueron ajustadas por medio
de la funcion de Boltzmann utilizando
Clampfit 8 (Axon Instrument). La corriente
pico y corriente tardia de |, se obtuvieron
después de la substraccion pasiva de la
fuga. El tiempo de recuperacion y el decai-
miento de la corriente fueron ajustadas
utilizando una funcion bi-exponencial.

Andlisis Estadistico

Los resultados se muestran como simbolos
con error estandar del promedio. La signifi-
cancia estadistica fue determinada utili-
zando ANOVA para comparacion de dos
grupos. Una p<o0.05 se considerd como
estadisticamente significativa. Las curvas
ajustadas se realizaron utilizando pClamp
8.2 (Axon Instruments). Las curvas no line-
ares ajustadas fueron realizadas con
Origin 6.0 (Microcal Software).

Resultados

Caso Clinico

Se trata de un paciente varon evaluado por
el especialista por primera vez a los 3
meses de edad por cursar con arritmia
supraventricular del tipo del flutter auricu-
lar. Se le realiz6 estudio ecocardiografico el
cual mostro un corazon estructuralmente
normal, recibi6 tratamiento médico con lo
que se controlo la arritmia. A los 7 meses
presento evento de taquicardia ventricular
monomorfica durante episodio febril
(Figura 4.1B), acudio al servicio de urgen-
cias donde recibid tratamiento médico,
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iracterizacion Geneético Molecular de Familias Mexicanas con Sindrome de

llamo la atencion durante ritmo sinusal
una prolongacion del intervalo QT, con un
QTc 603 mseg (Figura 4.1A). La arritmia
ventricular recidivé repetidamente duran-
te el internamiento, condiciond paro car-
diorrespiratorio y si bien el paciente fue
reanimado y se logro restablecer el ritmo
normal, hubo dafo cerebral profundo y el
paciente falleci6 a los 7 dias de haber sido
internado.

Caracterizacion Molecular

El analisis genético de los 5 principales
genes asociados al SOTL, mostrd dos muta-
ciones en el gen SCN5A que codifica para el
canal de sodio isoforma cardiaca o Na,1.5;
el primer cambio consistio en la delecion
de una Guanina (G) en la posicién 104 del
exén 2 (Figura 4.2), heredado por linea
materna que genera un cambio en el
marco de lectura, R34fs/60, indicando que
el ultimo aminoacido codificado apropia-
damente es una Arginina (R) en posicion
34, seguido de 60 aminoacidos, no relacio-

B
;A\/\_W\’\W A oA /1 /‘ AWa AT
b \/ ,‘)! Ll, / \v/ \/ \/ \fa‘ 1\ VA
\ V \/ \
Figura 4.1

(A). Trazo electrocardiografico de la derivacion DIl que muestra prolongacion del intervalo OT,

con un QTc de 603mseg.

(B). Trazo electrocardiografico que muestra episodio de taquicardia ventricular monomorfica sostenida.

180 190 200
AAGCAAGCCCGCGNTTAAN CTTHGH

G del

R34 fs/60

Figura 4.2

120 130
TGGTGGC GGTTGCACAAGACCTGCTAC
A>G

R1195H

(A). Delecion de una Guanina, después del codon 34, dando lugar a cambio en el marco de lectura y
truncamiento prematuro de la proteina después de anadirse 60 residuos mas.

(B). Substitucion de una Adenina por una Guanina en el codon 1195, resultando en cambio de aminoécido,

una Arginina “R” es remplazada por una Histidina “H".
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Figura 4.3

(A). Diagrama topologico del canal de sodio Na 1.5 que ilustra la severa delecion R34fs/60

heredada por linea materna.

(B). Diagrama topoldgico que ilustra la mutacion R11gsH heredada por linea paterna.

nados con la proteina original posterior a
los cuales la proteina se trunca en forma
prematura. El péptido final tiene 94 ami-
noacidos, de los cuales tan solo 34 se
encuentran en la proteina original y cuya
longitud original es de 2015 a 2016 resi-
duos. Este truncamiento se localiza en Ia
region amino-terminal y no permite el
esbozo de alguno de los dominios del
canal de sodio (Figura 4.3A). El segundo
cambio, heredado por linea paterna, con-
siste en la sustitucion de una Guanina por
una Adenina, en la posicion 3584; exon 20
del gen SCN5A, sustituyendo una Arginina
(R) por una Histidina (H) en el aminoéacido
1195 (R1195H), como se ilustra en la figura
4.3B.Ninguno de estos cambios fue encon-
trado en 3000 alelos de referencia.

Es de llamar la atencidon que la madre del
caso, a pesar de portar el severo trunca-
miento temprano de la proteina que codi-
fica la isoforma cardiaca del canal de
sodio; tiene un electrocardiograma normal
y hasta la fecha se encuentra asintoma-
tica. El padre, portador de la mutante
R1195H, cursa también asintomatico aun-
que desafortunadamente no sabemos que

fenotipo presenta pues no fue posible
obtener su electrocardiograma.

Expresion Funcional de R34fs/60

Las células HEK-293 transfectadas transi-
toriamente con los canales portadores de
la mutante R34Fs/60 no mostraron
corriente; mientras que las células conte-
niendo la mutante R1195H mostraron
corriente pico normal (Figura 4.4), pero
activacion e inactivacion alteradas (Figuras
4.4-4.8).

La activacion dependiente de voltaje e
inactivacion se registraron a potenciales
mas negativos para las mutantes R1195H y
R1195H + R34fs/60, comparadas con la
variante silvestre y le recuperacion de la
inactivacion de las mutantes R1195H vy
R1195H + R34fs/60 fue mas lenta (Figuras
4.5-4.8).

Interesante es que la variante silvestre y la
mutante R1195H, no presentaron corriente
tardia, pero al expresar ambas mutantes
R1195H + R34fs/60 se registrd una clara
corriente tardia (Figura 4.9)
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Figura 4.4

Trazos representativos de las corrientes de sodio registradas por medio de control en parche (patch clamp)
utilizando la técnica de parche perforado. Los experimentos fueron realizados en la variante de
procesamiento alternativo mas comun (SCN5A-Qio77del). (A) La amplitud de corriente en el curso del tiempo
se muestra para en canal silvestre (WT-Q1077del), la mutante R34fs/60, la mutante R1195H y las mutantes
R1195H + R34fs/60 juntas. (B) Representacion grafica de la densidad de INa para los canales silvestres silvestre
(WT-Q1077del), la mutante R34fs/60, la mutante R11g5H y las mutantes R1195H + R34fs/60 juntas.

-120 -90 -60 -30 30 60

Momy _f——

—8— WT-Q1077del (n=12)
=—@—RI1195H (n=15) !
“R1195H +R341s/60 (n=18) §

INa Normalizada

Figura 4.5

Activacion dependiente de voltaje para la variante silvestre (WT-Q1077del) y las mutantes R1195H, R11g5H +
R34fs/60. El pinzamiento de voltaje se realiz6 en escalones despolarizantes de 24ms, el voltaje se incrementé
en unidades de 1omV iniciando a un potencial sostenido de -140mV. Los puntos medios de activacion se
ajustaron con la funcion de Boltzmann. Los puntos medios de activacion se encuentran desviados a
potenciales negativos para las mutantes.
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Figura 4.6

Grafica de inactivacion; se observa la variante silvestre (WT-Q1077del) y las mutantes R1195H, R11g5H +
R34fs/60 utilizando protocolos estandar y ajustado mediante la funcion de Boltzmann. El punto medio de
inactivacion para ambas construcciones mutantes se encuentra desviado en forma significativa a
potenciales negativos, comparados con la variante silvestre.
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0.8 4
o
T 0.6
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- —@— R1195H (n=17)
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=
z
. 0.2 - 0 mV S 0mV
Z | I I,,I_I_
o Lo =140 mV
0.0+ 0.1-2000 ms
01 1 10 100 1000

Tiempo (ms)

Figura 4.7

Recuperacion de la inactivacion, se observa la variante silvestre (WT-Q1o77del) y las mutantes R11g5H, R1igsH +
R34fs/60 con el tiempo en escala logaritmica para mejor apreciacion del curso de la recuperacion. Ambas
construcciones mutantes exhiben una recuperacion mas lenta de la inactivacion comparado con la variante
silvestre.
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Figura 4.8

Activacion Intermedia; se observa la variante silvestre (WT-Q1077del) y las mutantes R1195H, R11gsH + R34fs/60,
con variacion en la duracion del pulso prepulso. Se muestran los resultados promediados y las barras
representan el error estandar de la media. La inactivacion intermedia se observo incrementada para los
canales mutantes, comparado con la variante silvestre.

A Tiempo (mseg) 2 i —————— 2
ol ’ 1. Zi i ngﬂ ‘
7’” ’ R S 1.6.| EZZER1195H +R34fs/60
.] WT-Q1077del
R1195H TI 6
" ' R1195H +R34£s/60 * ']'*
700 ms 5
20 mV
-120mV _I—I_ 0.4-
-40
0.0-
Figura 4.9

Corriente Tardia. (A) Trazos representativos de la corriente tardia de sodio para la variante silvestre y las
mutantes R1195H, R1195H + R34fs/60, obtenidos mediante un pulso despolarizante de -120mV a -20mV por
700mseg (se muestran 300 mseg). La corriente tardia se normalizé a la capacitancia celular y se presenta en
pA/pF. (B) Representacion gréfica de la corriente tardia de sodio normalizada a la corriente pico. Después de la
substraccion de la corriente residual, la media de corriente tardia INa se midi6 entre 600 msegy 700 mseg
después del inicio de la despolarizacion. El numero de experimentos se indica arriba de cada barra.

*Diferencia significativa comparada con la variante silvestre.
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Diagrama topologico del canal de sodio Na 1.5 con énfasis en la region N-terminal. Se ilustran los cambios
no-sindnimos en esta region, reportados en la literatura; asi como el fenotipo resultante.

Discusién y Conclusiones

Hasta la fecha se han descrito 9 mutacio-
nes en la region N-terminal del canal
Na 1.5, codificado por el gen SCNsA, 3 de
estas mutaciones se manifestaron con
fenotipo de SQTL (V125L, R18W, GgV) ey 5
condicionaron sindrome de Brugada
(R27H™, G355L3, Q55X™, V9515, R104Q°%,
K126E) También se han reportado dos
polimorfismos en esta region, Vi2ol,
encontrado en poblacion japonesa y
R34C, frecuente en poblacion de origen
hispano?® (Figura 4.10), interesante es que
la delecion observada en el caso indice, se
localiza justo en el sitio de este ultimo poli-
morfismo. Desafortunadamente solo 3 de
estas variantes: R34C, O55X y K126E, tienen
estudio funcional, por lo que el fenotipo
clinico no se ha reproducido in Vitro.

No se sabe con precision el papel de la
region N-terminal del canal de sodio

Na 15, pero se sabe que en otros canales
dependientes de voltaje, es crucial en Ia
regulacion de la corriente idnica, por ejem-
plo, en el canal de calcio tipo L, se ha docu-
mentado que la delecion de esta region
(46 a 139 AA) genera un incremento en la
corriente ionica 5 a 10 veces mayor que el
canal normal®; en otros canales, como el
de potasio codificado por KCNQ1 (que da
lugar al SQTL1), mutaciones en la regiéon N-
terminal suelen dar fenotipos severos con
manifestaciones tempranas de la enferme-
dad, los estudios funcionales han mostrado
que las mutaciones en este sitio generan un
defecto en el trafico del canal, mismo que
se retiene en el reticulo endoplasmico; ejer-
ciendo ademas en algunas mutaciones, un
efecto dominante negativo, afectando el
trafico de los canales heteromultiméricos
normales™. Asi mismo se ha descrito que la
region N-terminal del canal K 4.2, tiene un
sitio de union para las proteinas sintaxina 1
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(STX1A) y KChIP2, mismas que regulan la
expresion del canal en la superficie celular?©.

En este trabajo mostramos que la co-
expresion de las mutantes R34fs/60 +
R1195H genera corriente tardia, y un feno-
tipo clinico muy severo con arritmias auri-
culares y ventriculares desde edades tem-
pranas como se observé en el caso indice.
Sin embargo, la mutante R1195H sola, no es
capaz de generar corriente tardia y el feno-
tipo clinico no es severo, pues el padre, por-
tador de esta mutacién, cursa asintoma-
tico. Esto implica que el péptido generado
por la mutante R34fs/60, trafica a la super-
ficie celular junto con el canal que con-
tiene la mutante R1195H y su interaccion
genera alteracion de la inactivacion rapida
(incremento en la funcion).

Otra observacion importante del presente
trabajo es que la delecion heterocigota de
la region N-terminal del canal Na 5, es
compatible con la vida y puede incluso
generar un fenotipo normal, pues la madre
del caso, portadora de la delecion, cursa
asintomatica y el ECG es normal. Este
mismo efecto se observo con la delecion
Qs55X, reportada recientemente por Makita
y cols*, |a delecion también se localiza en
region N-terminal del canal de sodio
Na 1.5, dos familiares con la misma
mutante cursaron asintomaticos y el ECG
se observa normal. Interesante es que la
mutante Q55X-SCN5A, a pesar de ser una
delecion mas tardia, generd un fenotipo de
SBr1y DCC (pérdida de la funcién del canal)
en el caso indice. Si bien los mecanismos
implicados en la penetrancia y expresivi-
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dad variable de esta enfermedad adn no
son completamente entendidos, se sabe
que la interaccion con otros polimorfis-
mos o variantes en el canal de sodio es cru-
cial para el fenotipo final, entre los poli-
morfismos regulatorios importantes se
encuentra la variante H558R, con una fre-
cuencia cercana al 30%; esta variante en
presencia de mutaciones que condicionan
SBn, puede corregir los defectos en el tra-
fico del canal®. Asi mismo la variante de
procesamiento alternativo de canal de
sodio es también crucial en el fenotipo.

Previamente se ha descrito que la region C-
terminal es crucial para la inactivacion del
canal Na 1.5, pero el estudio de la
mutante R34fs/60 en este caso, muestra
que la region N-terminal del canal Na, 1.5,
también puede tener propiedades regula-
torias de la inactivacion, que ameritan
estudiarse a profundidad.

En conclusion presentamos las implicacio-
nes de una grave delecion del canal de sodio
cardiaco; el lactante en particular presento
un fenotipo severo explicado por 2 mutacio-
nes heterocigotas compuestas en el gen
SCN5A: R34fs/60 y R1195H. La primera da
lugar a un truncamiento temprano de la
proteina que no genera corriente de sodio.
En forma inesperada, el péptido de 94 ami-
noacidos generado por la mutante
R34fs/60, confiere corriente tardia cuando
co-expresado con el canal de sodio Na 1.5
conteniendo la mutante R119sH, hecho que
sugiere un importante papel de esta region
en la inactivacion del canal.
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CapiTuLo V

Implicaciones clinicas y biofisicas de la delecién en la
region C-Terminal (L1821fs/10) del canal de sodio Na 1.5

Publicado en:
Cardiovasc Res 2007 (en prensa).

A novel C-terminal truncation SCNsA mutation from a patient with sick sinus syndrome, conduction disor-

der and ventricular tachycardia.

Resumen

Las mutaciones en el gen SCN5A que codi-
fica para la isoforma cardiaca de canal de
sodio (Na 15), generalmente dan un feno-
tipo arritmico Unico, esporadicamente
causa fenotipo mixto. Reportamos una
mutacion en el gen SCN5A (L1821fs/10) que
genera un truncamiento en la region C-
terminal traducido en un fenotipo clinico
mixto con penetrancia y expresividad
variables.

Un nifio de 11 afios portador de enferme-
dad del nodo sinusal, trastornos en la con-
duccion intraventricular, prolongacion del
intervalo QT vy taquicardia ventricular
monomorfica sostenida, fue enviado para
estudio genético. El analisis mutacional
mostré una delecion de 4 bases (TCTG) en
la posicion 5464-5467 del exon 28 de
SCNs5A, dicha mutacion se detectd tam-
bién en 6 familiares, 2 de los cuales mos-
traron un fenotipo moderado. La delecidn
genera un cambio en el marco de lecturay
el truncamiento de la proteina en la posi-
cion 1831. La mutante fue expresada en
células HEK-293 para estudio funcional por
medio de patch-clamp. La densidad de

corriente de la mutante L1821fs/10 se mos-
tro reducida en un 9o% comparado con la
variante silvestre. El analisis de la cinética
de apertura del canal mostr6 una desvia-
cién de smV en la activaciéon del canal en
sentido positivo, un cambio de 12mV en
sentido negativo durante la inactivacion y
una activacion intermedia favorecida.
Todos estos hallazgos contribuyen a la
reduccion en la corriente pico. También se
registré corriente tardia. La mutante
L1821fs/10 genera una delecion importante
en el canal de sodio Na .5 con pérdida
importante en la funcion del canal y
corriente tardia, lo que explica el fenotipo
mixto. La penetrancia y expresividad de la
mutacion, tuvieron un comportamiento
variable en la familia.

Introduccion

El gen SCNsSA codifica la sintesis de la
subunidad a de canal de sodio', isoforma
cardiaca o Na 1.5. Este canal es responsable
de la entrada de corriente de sodio en la
célula cardiaca, fendomeno crucial para los
fendmenos de excitacion y conduccion del
miocardio y fibras especializadas (His-
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Purkinje y otras); también es responsable
de la corriente tardia, que influencia la
repolarizacion y refractariedad celular. Las
mutaciones en SCN5A que aumentan la
corriente tardia de sodio (incremento en la
funcién del canal), causan el sindrome de
QT largo (SQTL) tipo 32 y las mutaciones
que disminuyen la corriente pico (pérdida
de la funcién), causan diversos sindromes:
el Brugada tipo 1 (SBr1)3, defectos en la con-
duccion cardiaca (DCQ)* 5, disfuncion del
nodo sinusal (DNS)®, fibrilacion ventricular
idiopatica  (FVI), fibrilacion atrial (FA) y
miocardiopatia dilatada (MCD)".

Estas diversas formas clinicas pueden co-
existir o presentarse en forma aislada, una
misma mutacion puede dar diversos feno-
tipos simultaneos®. La insercién de un
acido aspartico en la region C- Terminal de
Na, 1.5 (1795insD) puede resultar tanto en
SQTL3 como en SBr9; la substituciéon de
una Glicina por una Arginina en la posicion
1408 (G1408R) en la region del poro del
dominio Il resulta tanto en SBr1 y/o DCC
en diversas familias™. La delecion de una
lisina en el asa interdominio lll-IV de Na 1.5
(AK1500) se asocia a SBr1, SQTL3 y DCC™. El
remplazo de un acido glutamico por una
lisina en la region transmembrana DI/S2,
proporciona fenotipos de DNS, SBr1y DCC8.
El mecanismo por el cual una mutacion
proporciona diversos fenotipos no es claro
aun. El descubrimiento y la caracterizacion
funcional de nuevas mutaciones nos ayu-
dan a un mejor entendimiento de estos
fendmenos.

La region carboxilo terminal del canal
Na 15 (residuos1773-2016) representa una
estructura crucial implicada en la modula-
cion de la inactivacion del canal. La estima-
cion de la estructura tridimensional de su
estructura predice que la mitad proximal
esta constituida por 6 estructuras helica-
les, mientras la mitad distal consiste en
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péptido no estructurado™ Las interaccio-
nes intramoleculares entre el asa IlI-IV
(especificamente el motivo IFM) y la region
C-terminal de Na 1.5, han sido implicadas
en la estabilizacion del estado de inactiva-
cionB. Los estudios funcionales han mos-
trado que esta region no estructurada
puede ser mutada sin mostrar efectos fun-
cionales importantes; pero la disrupcion
de la region estructurada o proximal, con-
diciona un desacoplamiento de la region
C-terminal del motivo IFM durante la inac-
tivacion.

En el siguiente trabajo describimos la pri-
mera delecion en la region estructurada C-
terminal de Na .5 documentada en el
humano y sus implicaciones biofisicas y
clinicas. Esta delecion (L1821fs/10) consiste
en la pérdida de 4 bases (TCTG) en SCN5A:
de la posicion 5464 a 5467 en el exon 28,
condiciona cambio en el marco de lectura,
el dltimo aminoacido codificado apropia-
damente es una leucina en la posicion 1821,
posteriormente se agregan 10 aminoaci-
dos que no corresponden a la secuencia
original y la proteina se trunca prematura-
mente, perdiendo los 195 aminoacidos ter-
minales. Esta delecion afecta la region C-
terminal organizada en 6 hélices.

A pesar de esta importante disrupcion, la
mutante L1821fs/10 genera corriente, aun-
que reducida; al mismo tiempo, genera
corriente tardia. El fenotipo del paciente es
mixto, DCC, DNS, SQTL y taquicardia ventri-
cular (TV).

Métodos

Andlisis Mutacional

El estudio fue realizado de acuerdo a los
lineamientos establecidos por los comités
de ética e investigacion del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”,
México DF. Después de la obtencion de



consentimiento informado de todos los
participantes, se obtuvo muestra sangui-
nea para extraccion de DNA de linfocitos
periféricos. Por medio de cromatrografia
liquida de alto rendimiento (DHPLC) y
secuenciacion directa se estudiaron los g
principales genes asociados a SQTL: KCNQ1,
KCNH2, SCN5A, KCNETy KCNE2.

Mutagenesis Dirigida y Expresion
Funcional

Para la clonacion del canal de sodio hH1b,
se utilizo la técnica descrita en el capitulo
Il de esta tesis. La mutante L1821 fs/10 fue
creada por mutagénesis dirigida (kit para
mutagénesis deStratagene®) por medio
de PCR (reaccion en cadena de la polime-
rasa). La mutante fue construida en la
variante resultante del procesamiento
alternativo de canal de sodio cardiaco
(SCNsA/h Na1.5) mas frecuente en el
humano, en el vector pcDNA3 (Invitrogen;
Carlsbad, CA); dicha variante carece de una
glutamina en la posicion 1077 (Q1o77del)
La integridad de las construcciones fueron
verificadas por secuenciacion directa. Los
canales de sodio silvestres (normales) y
con la mutante, fueron expresados en
forma transitoria en células HEK-293 para
estudio funcional.

Caracterizacion Funcional y Mediciones

Electrofisiologicas
Las corrientes de sodio macroscopicas fue-
ron registradas por medio de las técnicas
estandarizadas utilizando la metodologia
de Patch Clamp en la configuracion de
célula completa a una temperatura entre
22-24°C, utilizando una solucién extracelu-
lar constituida por (unidades en mmol/L):
NaCl 140, KCI 4, CaCl, 1.8, MgCl, 075 y
HEPES 5 (pH 7.4, utilizando CsOH). Se utili-
zaron pipetas con una resistencia entre 1.0
y 2.0 MQ con solucion extracelular consti-
tuida por (unidades en mmol/L): NaCl 140,

KCl 4, CaCl, 1.8, MgCl, 0.75 y HEPES 5 (pH
7.4, utilizando CsOH). Los datos fueron
adquiridos utilizando pClamp 8.2 (Axon
Instruments IncUnion City, CA) y analiza-
dos utilizando Clampfit (Axon instruments
Inc.). Los protocolos utilizados fueron los
mismos que describimos en los capitulos
'y IV de esta tesis.

Inmunohistoquimica

Por medio de microscopia confocal, se eva-
luaron células HEK-293, 48 horas después
de la transfeccion con el plasmido ADN sil-
vestre y el mutante, conteniendo el epi-
tope FLAG introducido entre S1y S2 del
dominio | de hNa 1.5, fijadas con una mez-
cla fresca de metanol:acetona (1:1) por un
minuto.

Andlisis Estadistico

Los resultados se muestran en simbolos
con error estandar del promedio. La signifi-
cancia estadistica fue determinada utili-
zando ANOVA para comparacion de dos
grupos. Una p<o0.05 se considerd como
estadisticamente significativa. Las curvas
ajustadas se obtuvieron utilizando
pClamp 8.2 (Axon Instruments). Las curvas
no lineares ajustadas fueron realizadas
con Origin 6.0 (Microcal Software).

Resultados

Caso Clinico

Se trata de un paciente de 12 anos de edad,
evaluado por bradicardia fetal, sin historia
familiar de enfermedad cardiaca o muerte
subita. Nacio por cesarea sin complicacio-
nes perinatales. Al ano de edad se detectd
bloqueo de rama derecha del haz de His
(BRDHH) y flutter auricular (FIA) (Figura
5.1A, 5.1B). A los 3 afos se realizoé ablacion
con radiofrecuencia del FIA; durante el pro-
cedimiento se observo bradicardia sinusal
y pausas de hasta 3.72 segundos con ritmo
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Figura 5.1.

(A). Electrocardiograma de superficie (1omm/mV, 2smm/s) del probando donde se observa ensanchamiento
del complejo QRS (16oms) con iméagen de bloqueo de rama derecha del haz de His y prolongacion del
intervalo QT. (B). Holter de 24 hrs que muestra episodio de flutter auricular con conduccién ventricular
variable, 3:1, 6:1. (C). Derivacion Il del ECG donde se observa bradicardia sinusal y paro sinusal de 3.72 seg con
ritmo de escape de la unién. (D). Derivacion Il del ECG que muestra taquicardia ventricular monomorfica
sostenida. (E). Derivacion V1 registros intracavitarios del atrio derecho (RA), ventriculo derecho (RV) y His
(HBE); donde se observa bloqueo AV de segundo grado 4:3. (F). Derivacidn V1y registros intracavitarios del
atrio derecho (RA) y apex de ventriculo derecho (RV) durante episodio de taquicardia ventricular, se aprecia
disociacion ventriculo-atrial.
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de escape de la unioén (Figura 5.1C). A los 5
anos se documentd taquicardia ventricu-
lar monomérfica (TV) (Figura 5.1D) mane-
jada con lidocaina en el servicio de urgen-
cias, obteniendo un ritmo de la union muy
lento. Se implanté marcapaso DDD-R y se
inicio tratamiento con amiodarona. Le fue-
ron realizados dos ecocardiogramas y una
tomografia computada del corazon, sin
documentarse enfermedad estructural
cardiaca. Se realizd estudio electrofisiolo-
gico documentando prolongacion del
intervalo HV de 10oms (normal <soms) y
bloqueo auriculo ventricular 4:3 durante la
estimulacion atrial (Figura 5.1E). Se indujo
una taquicardia TV monomorfica con una
longitud de ciclo de 350ms (Figura 5.1F), se
procedi6 a realizar ablacion con radiofre-
cuencia sin éxito. Se administrd propafe-
nona con el fin de desenmascarar probable
sindrome de Brugada, la prueba fue nega-
tiva para esta enfermedad; mas sin
embargo se observo un severo ensancha-
miento del complejo ORS, el paciente desa-
rrolld asistolia ventricular transitoria con
incremento en los umbrales de estimula-
cion, efecto que revirtié espontaneamente
en pocos minutos. Se documenté un QTc
de ssoms. Se concluyeron los siguientes
diagndsticos clinicos: disfuncion del nodo
sinusal (DNS), trastornos en la conduccién
intraventricular (DCC), taquicardia ventri-
cular monomorfica (TV) y sindrome de QT
largo (SQTL).

Caracterizacion
Molecular de L1821fs/10

El analisis genético mostré una delecion
de 4 bases (TCTG) en la posicion 5464-5467
en el exon 28 de SCN5A (Figura 5.2B), gene-
rando un cambio en el marco de lectura
L1821fs/10, indicando que el ultimo amino-
acido codificado apropiadamente es una
leucina (L) en posicion 1821, seguido de 10

aminoacidos, no relacionados con la prote-
ina original posterior a los cuales la prote-
ina se trunca en forma prematura (Figura
5.2A). El producto de este gen mutado es
un canal de sodio de 1831 residuos, en lugar
de 2016, con pérdida de 195 aminoacidos
de la region C-Terminal.

La mutacion tiene penetrancia y expresivi-
dad variable, se encontré en la madre
(Figura 5.3), la abuela, y dos tios, quienes
cursaban asintomaticos, también se
encontré en una hermana y una prima
quienes a pesar de estar asintomatica, pre-
sentaron un electrocardiograma anormal,
con trastornos en la conduccion intraven-
triculary atrioventricular respectivamente.

Expresion funcional de la mutante
L1821fs/10

Las células HEK-293 transfectadas transi-
toriamente con los canales portadores de
L1821fs/10 y la forma silvestre (WT-
Q1o77del) fueron estudiados por medio de
patch clamp después de 24 y 48 horas de
incubacion. Los canales con la mutacion
mostraron corriente pico reducida compa-
rados con la forma silvestre (Figuras 5.4Ay
5.4B). En la figura 5.4C se muestra la suma
de la densidad de corriente a las 24 horas
de incubacioén, el canal mutante muestra
una dramatica reduccion en la densidad de
corriente de sodio (-4%2 pA/pF, n=14) com-
parado con la forma silvestre (-302+48
pA/pF n=21; p<0.0001). A pesar de que la
corriente en la mutante se incrementd a
las 48 horas de incubacion (-2248 pA/pF,
n=33), esta fue alin mucho menor que la
obtenida con la forma silvestre a las 24hrs
de incubacion (p<o.001); esto conside-
rando que de 47 experimentos realizados
para la mutante a las 48hrs, sélo 5 células
tuvieron corriente macroscopica suficiente
para el analisis cinético. La extension de la
incubacion por 72hrs no incrementd la
corriente de la mutante. Se intentd sin
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Figura 5.2.

(A). Diagrama topolégico de SCN5A que muestra la delecidn de 4 bases (TCTG) después del codon 1827;
causando cambio en el marco de lectura, se agregan 10 nuevos aminoacidos y la proteina se trunca al
encontrar un codon de paro en la posicion 1832. (B). Secuencia obtenida en el probando que ilustra la
delecion de 4 bases (TCTG), generando en forma heterocigota L1821fs/10.
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Figura 5.3

Arbol familiar que muestra la correlacion genotipo-fenotipo, penetrancia incompleta con expresividad
variable de la enfermedad. Las edades al momento de estudio de los individuos participantes, se indica arriba
de cada simbolo.
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(A, B). Corrientes pico representativas registradas mediante parche perforado para la mutante L1821fs/10 (A) y
la variante silvestre (WT-Q1077del) (B) a las 24 hrs (panel izquierdo) y 48 hrs (panel derecho) posterior a la
transfeccion. (C). Representacion grafica de la densidad de INa tanto de la mutante L1821fs/10 como la forma
silvestre (WT-Q1o77del) a las 24 y 48hrs de incubacion. El nimero de experimentos se indica arriba de cada
barra, N.S denota sin diferencias significativas. (D). Trazo representativo de corriente tardia para la mutante
L1821fs/10 (trazo superior) y la variante silvestre (trazo inferior), obtenido mediante una prueba de
despolarizaciéon con pulsos desde -120 mV a -20mV durante 70omseg (se muestran solo 200mseg). La
corriente tardia INa fue normalizada a la capacitancia celular y mostrada en pA/pF. (E). Representacion
grafica de la corriente tardia INa, normalizada al pico de INa. Después de la substraccion de la corriente
residual, la media de corriente tardia INa se midié entre 600 mseg y 700 mseg después del inicio de la
despolarizacion. El numero de experimentos se indica arriba de cada barra.

WT = variante silvestre.

éxito restaurar la corriente mediante la
incubacion con farmacos antiarritmicos
(mexiletina soouM, quinidina 100uM y
cisaprida 1ouM), tampoco funcioné la dis-
minucion de la temperatura o la co-expre-
sion con las subunidades B1y B3 de canal
de sodio, que en ocasiones mejoran la den-
sidad de la corriente en algunas mutantes.

Cuando L1821fs/10 fue co-expresado con la
forma silvestre (0.75 pg DNA, n=10 células
a 24 horas), la amplitud de corriente fue
cerca del 55% de la forma silvestre (1.5 ug
DNA n=10 células), consistente con
haploinsuficiencia en el sistema hetero-
logo de expresion, sin efecto dominante
negativo.
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La corriente tardia para los canales con la
mutante L1821fs/10, se mostro incremen-
tada en respuesta a un pulso largo (700
ms) y despolarizaciones escalonadas ini-
ciando con —140mV (Figura 5.4D). Posterior
a la substraccion de la corriente residual,
la corriente tardia se mididé entre 600
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Figura 5.5.
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mseg y 700 mseg después del inicio de la
despolarizacion y normalizada dividiendo
el pico de amplitud maximo de la corriente
entre la relacion corriente-voltaje (Figura
5.4E, 2.9%*0.3%, n=5 para L1821fs/10 y
0.8%10.1%, n=5 para la forma silvestre
p<0.001).
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(A). Activacion dependiente de voltaje para la mutante L1821fs/10 y la forma silvestre (WT-Q1077del), ajustada
mediante la funcién de Boltzmann. (B). Inactivacion para L1821fs/10 y la variante silvestre (WT-Qio77del),
ajustada mediante la funcién de Boltzmann. (C). Recuperacion de la inactivacion para la mutante L1821fs/10y
la forma silvestre, con el tiempo en escala logaritmica para mejor apreciacién el curso de la recuperacion.
Mismo que se ajusté con dos exponenciales: INa normalizada=[Af exp(-t/tf)]+[ As exp(-t/ts)] donde t es el
tiempo de recuperacion tfy ts las constantes de tiempo rapida y lenta respectivamente; Af y As son la
amplitud fraccional de los componentes de recuperacion rapida y lenta respectivamente. (D). Inactivacion
intermedia para los canales mutantes L1821fs/10 y los silvestres con variante en el tiempo de prepulso. Los
datos se muestran como lo valores medios y las barras representan el error estandar de la media. Los

parametros de ajuste se muestran en la tabla 5.1.

*Diferencia estadisticamente significativa.
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Propiedades de la apertura
dependiente de voltaje en la mutante
L1821fs/10

En la Tabla 5.1y figura 5.5 se muestran las
propiedades de apertura dependiente de
voltaje para los canales con la forma silves-
tre y mutante L1821fs/10. El punto medio de
la activacion dependiente de voltaje se
encuentra significativamente desviado
positivamente por smV y la pendiente fue
mayor para la mutante L1821fs/70 compa-
rado con el silvestre. Los canales con la
mutante mostraron un incremento en la
inactivacion intermedia comparada con la
forma silvestre para prepulsos con dura-
cién mayor de 50 ms (Figura 5.5D). Las cur-
vas correspondientes a corriente depen-
diente de voltaje (Figura 5.6) muestran que
la mutante tiene una pendiente diferente,
mas lenta que la forma silvestre a poten-
ciales >-3omV.

El voltaje dependiente de tiempo a la
amplitud pico de la corriente de sodio; las
constantes de tiempo de la pendiente de la
corriente y la amplitud fraccional de la
corriente fueron medidos a potenciales de
—50, -40, -30, -20, -10, O, 10, 20 y 30mV
(Figura 5.6). El pico de corriente para la
mutante L1821fs/10 fue mas temprano que
para la forma silvestre a -somV, pero
tiende a aparecer mas tardiamente a
potenciales mas despolarizantes (Figura
5.6A). Al igual que el tiempo al pico; la pen-
diente constante de tiempo rapida y lenta
fueron mas rapidas a —somV para la
Mutante L1821fs/10, y significativamente
mas lentas a la despolarizaciéon con
>—20mV comparada con la variante silves-
tre (Figuras 5.6B, 5.6C). Esta inactivacion
lenta pudiera contribuir al incremento en
la corriente tardia registrada para la
mutante.

Inmunocitoquimica

Las células HEK-293 transfectadas fueron
marcadas con un anticuerpo anti-FLAG
con el fin de documentar la localizacion de
los canales (Figura 5.7). Calnexina es una
proteina chaperona presente en el reticulo
endoplasmico. Se utilizaron anticuerpos
anti-calnexina marcados para mostrtar la
colocalizacion de los marcadores. A las 48
horas posteriores a la transfeccion, los
canales tanto silvestres como mutantes
L1821fs/10 tuvieron una localizacion perifé-
rica similar, descartando la posibilidad de
pérdida de la funcion por defectos en el
trafico de la mutante a la superficie celular.

Discusion y Conclusiones

Los canales de sodio con la mutacion
11821fs/10 muestran un fenotipo biofisico
de pérdida de la funcion, con corriente tar-
dia; estos hallazgos son compatibles con
el fenotipo clinico de DNS, DCC, SOTL y VT.
La pérdida de la funcion del canal puede
ser por defectos en la expresion del canal,
generalmente por un defecto en el trafico
del mismo o bien por cambios en la ciné-
tica del canal que disminuyen la corriente
pico. En el caso de la mutacion Li821fs/10,
este ultimo mecanismo es el implicado.

El mecanismo por el cual una misma
mutacion puede dar uno o diversos fenoti-
pos no es aun bien entendido, se ha pro-
puesto que la desviacion a la derecha en la
curva de activacion dependiente de voltaje
es un hallazgo comun para los casos con
DCC5 ™o ™ 15 como observamos con
L1821fs/10 (Figura 5.5A). Como se muestra
en la figura 5.6, los canales con la mutante
requieren un potencial de membrana mas
positivo para una activacion completay un
mayor tiempo para alcanzar el potencial
de membrana en el cual se obtiene la
maxima corriente/amplitud comparados
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WT-Q1o77del=Variante silvestre, L1821fs/10=mutante
*Diferencia significativa

con la forma silvestre, lo que se puede tra-
ducir en el electrocardiograma como pro-
longacion del complejo QRS (DCC). Sin
embargo esto no explica porqué el
paciente presenta DNS y porqué no SBr.
Interesante es que se ha descrito DCC de
diversos grados en pacientes con SBr con
mutaciones en canal de sodio™. De hecho
el fenotipo clinico de DCC tiene una pene-
trancia mayor (76%) que el fenotipo de SBr
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(36%)". En relacion al fenotipo de TV, es un
fenotipo raro en las canalopatias, pero se
ha reportado en mutaciones del canal de
sodio que condicionan SBré; el hecho de
ser sensible a la estimulacion ventricular,
sugiere un mecanismo de re-entrada®. En
forma interesante, la disrrupcion heteroci-
gota de SCN5A en ratones, muestra tam-
bién un fenotipo de arritmias por re-
entrada®°, sugiriendo que la pérdida de la
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Figura 5.7

anti-FLAG

anti-calnexina mezcla

Imagenes confocal de las células HEK-293 expresando la mutante L1821fs/10 (panel superior) y la forma
silvestre (WT-Q1077-del, panel inferior), con canales de sodio marcados con FLAG. (A). Marca en la superficie
de las células no-permeabilizadas utilizando anticuerpo anti-FLAG. (B). Doble marca en las células
permeabilizadas utilizando anti-FLAG y anti-calnexina, anticuerpo para mostrar colocalizacion.

funcion del canal de sodio puede dar lugar
a arritmias por reentrada, del tipo de la
taquicardia ventricular.

La mutacion L1821fs/10 muestra también
corriente tardia (Figuras 5.4D y 54E), lo que
traduce incremento en la funcién del canal
y de hecho, este es uno de los mecanismos
implicados en el SQTL3. Esto pudiera sonar
paraddjico, pérdida de la funcion e incre-
mento en la funcion del canal con la
misma mutante, pero en realidad ambos
mecanismos se refieren a distintos tiem-
pos del ciclo funcional del canal, la “pér-
dida de la funcion” se refiere a la disminu-
cion de la corriente pico condicionada por
la apertura del canal,y el “incrementoen la
funcion” se refiere a la conductancia al
sodio durante la inactivacion, lo que
genera la llamada “corriente tardia”. Para la
mutante L1821fs/10 existe una disminu-
cion en la corriente pico, pero al mismo

tiempo, el canal no cierra por completo
durante la inactivacion.

En los ultimos anos, la region C-Terminal
ha sido motivo de gran atencion, diversas
mutaciones en esta zona condicionan un
fenotipo clinico y biofisico de pérdida de la
funcion del canal. Se ha propuesto que el
dominio C-Terminal tiene un efecto directo
en la inactivacion, estabilizando este
estado durante despolarizaciones prolon-
gadas. La delecion L1821fs/10 ocurrida
naturalmente, trunca la proteina en la
posicion 1832; y muestra un fenotipo biofi-
sico similar al reportado por Dr. Kass quien
en forma experimental cred una mutacion
que trunca la proteina en la posicién 1835,
esta mutacion también mostrd corriente
tardia con desviacion de la curva de inacti-
vacion en direccién hiperpolarizante, aun-
que la corriente pico fue normal2»22,
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Es interesante que familiares portadores
de la mutacion presentan un fenotipo
ligero o se encuentran asintomaticos. Los
portadores asintomaticos en el arbol fami-
liar son principalmente del sexo femenino.
Se ha reportado previamente que los feno-
tipos con pérdida de la funcién en canal de
sodio en particular el SBr,son predominan-
tes en el sexo masculino, aunque no existe
una explicacion a este fenomeno. Otra
explicacion a la penetrancia incompleta
observada en esta familia pudiera encon-
trarse en otros polimorfismos en el mismo
gen que pueden modular la severidad de
las mutaciones, como sucede con el poli-
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Disusion General

El Sindrome de QT Largo representa el pro-
totipo de las canalopatias cardiacas' y es
quiza el sindrome arritimico heredable
mejor entendido hasta la fecha. Desde |a
descripcién de las primeras mutaciones
causales del SQTL en 1995, cientos de
mutaciones se han descrito en hasta ahora
9 genes. 5 de estos genes codifican unida-
des formadoras del poro de diversos cana-
les idnicos y 4 codifican proteinas regulato-
rias. Pero aun, 25% de los casos con SQTL
permanecen sin diagnostico genético?. Los
registros internacionales de esta enferme-
dad, estan constituidos principalmente
por pacientes de origen caucasico-euro-
peo, de manera que las razas de oriente,
poblacion negra y americano-mestizas
han sido pobremente estudiadas. Sin
embargo, se ha demostrado que existen
diferencias étnicas en la manifestacion de
las canalopatias cardiacas, por ejemplo,
algunos polimorfismos regulatorios, tie-
nen mayor incidencia en poblacion negra,
como el polimorfismo S1o3Y del gen
SCNsA (que codifica la subunidad alfa del
canal de sodio Na 1.5), frecuente en pobla-
cion africo-americana y asociado a un
incremento en el riesgo de muerte subita
40 lavariante R34C, también en SCN5A que
se encontré con mayor frecuencia en
poblacion de habla hispana de Estados
Unidoss. Otro ejemplo es el Sindrome de
Brugada caracterizado por elevacion del
segmento ST en precordiales derechas y
muerte subita, 30% tiene pérdida de la

funcion del canal de sodio codificado por
SCNs5A; es mas frecuente en poblacion
asiatica que en cualquier otra poblacion®7.
En la presente tesis, encontramos que
mientras en la literatura estd reportado
que tan solo 10% de los casos con SQTL tie-
nen mutaciones en canal de sodio® en Ia
poblacién estudiada compuesta por 12
casos de origen mexicano-mestizo, las
alteraciones en el complejo macromolecu-
lar de canal de sodio, fueron el substrato
patogénico predominante. El nimero de
casos es limitado para concluir que en
poblacién mexicana-mestiza existe mayor
numero de pacientes con SQTL y afeccion
en canal de sodio, pero abre la discusion
sobre el tema y expone la necesidad de
realizar mayores estudios en este sentido.

El analisis detallado de algunas de las
mutaciones encontradas en esta pobla-
cion, permitio realizar observaciones inte-
resantes: desde el punto de vista genético
la penetrancia (individuos que manifies-
tan la enfermedad cuando portan la muta-
cion) y expresividad (fenotipos que puede
dar una enfermedad) fueron muy variables
en las mutaciones que afectaron la
corriente de sodio; de hecho todas ellas
tuvieron penetrancia y expresividad varia-
ble, no asi las encontradas en canal de
potasio. Este hallazgo sugiere que los
mecanismos regulatorios en la funcion del
canal de sodio son mucho mas complejos.
Algunos de estos mecanismos pudieran
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estar en relacion a la presencia de poli-
morfismos con propiedades modulato-
rias? en el gen SCN5A, o bien en funcion
del procesamiento alternativo de este
gen'©™2 que se ha demostrado puede dar
lugar a una reducida reserva en la conduc-
tancia al sodio, que sumara su efecto al
fenotipo™. La mutacién L1821fs/10 en
SCNsA se encontré en 6 miembros de la
familia —ademas del probando- 3 con
fenotipo moderado y 3 asintomaticos, si
bien no se encontré otro polimorfismo en
el canal de sodio en esta familia, la muta-
cion solo se estudio en canales con la
variante de procesamiento alternativo
Q1077del, por ser la mas frecuente (65%)™.

Continuando con las observaciones gené-
ticas, las mutaciones compuestas dieron
un fenotipo mas grave, como sucedi6 con
el caso que portd las mutaciones R34fs/60
(heredado por la madre) + R1195H (here-
dado por el padre) en el canal de sodio
Na,15, el caso fallecio antes del ano de
edad, mientras los padres, a pesar de por-
tar una de las variantes, cursan asintoma-
ticos. En esta misma familia surgié otro
hallazgo interesante derivado del hecho de
que la mutante R34fs/60 constituye un
modelo clinico de haploinsuficiencia del
canal de sodio al formar solo los primeros
aminoacidos de la region N-terminal; el
producto final carece de todos los segmen-
tos transmembranales del canal. En forma
inesperada, la madre que porta la muta-
cion, cursa asintomatica con fenotipo eléc-
trico normal, lo que sugiere que el alelo
sano es capaz de compensar el defecto
severo del alelo enfermo. Existen modelos
animales de haploinsuficiencia del canal
de sodio (SCN5A)3 en ratén; que muestran
que en animales con SCN5A+/- (haploinsu-
ficiencia heterocigota), la pérdida de la
funcion del canal es edad-dependiente;
estos hallazgos reportados en ratéon no
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fueron reproducidos en la familia estu-
diada; aunque los casos fueron analizados
en reposo, quiza al esfuerzo o mediante
reto farmacologico la haploinsuficiencia
pudiera hacerse manifiesta.

En relacion al entendimiento de los meca-
nismos moleculares implicados en el SQTL,
en la presente tesis se hacen algunas con-
tribuciones relevantes, quiza la mas impor-
tante constituye el hallazgo de una nueva
proteina implicada en la enfermedad. En
anos recientes se ha hecho evidente que
los canales i6nicos son parte de un com-
plejo macromolecular que incluye el canal,
proteinas auxiliares del mismo, compo-
nentes del citoesqueleto, proteinas de la
matriz extracelular e incluso otros canales
ionicos'. Este concepto tiene un gran
impacto en el estudio de las canalopatias
arritmogénicas, pues en teoria la disfun-
cion de cualquiera de los componentes del
complejo macromolecular, dara lugar a
disfuncion del canal idnico en cuestion. La
identificacion de cada una de las proteinas
que integran este complejo, es de crucial
importancia pues quiza en este grupo de
proteinas se encuentre la explicacion de
parte de los casos que hasta ahora han
resultado con genotipo negativo. En la pre-
sente tesis mostramos que la proteina
auxiliar del canal de sodio Na,f4, codifi-
cada por el gen SCN4B, explica el fenotipo
en uno de los 4 casos con genotipo-nega-
tivo/fenotipo-positivo, de la cohorte de 12
pacientes. Interesante es que existen otras
3 subunidades auxiliares B del canal de
sodio (Na 1, Na B2 y Na,f33)* ™, expresa-
das en corazén que no han sido exploradas
en este sindrome y que pudieran participar
en la fisiopatologia de la enfermedad.

Por otro lado, en el estudio de esta subuni-
dad auxiliar, nos encontramos que los
modelos celulares de expresion heterdloga
no son ideales cuando se estudia el com-



plejo macromolecular del canal ionico, las
células HEK293 (embrionarias de rinon
humano), prototipo en el estudio de esta
enfermedad, carecen de las proteinas y
entorno natural del canal de sodioy la pre-
gunta es jqué tanto se pueden extrapolar
estos experimentos al corazén humano?,
lo ideal seria expresar estas mutaciones en
cardiomiocitos que contienen el entorno
natural —o complejo macromolecular- del
canal estudiado.

Otras observaciones importantes relacio-
nadas con la estructura-funcién del canal
de sodio, fueron las derivadas de los estu-
dios funcionales de las deleciones
L1821fs/10 y R34fs/60.La mutante L1821fs/10
constituye la primera en esta region en ser
reportada en el humano; si bien con ante-
rioridad se habian publicado los efectos
in-vitro de la delecion en sitios cercanos™
7, mismos que aportaron conocimientos
importantes en la fisiologia de la inactiva-
cion del canal permitiendo reconocer la
region C-terminal como segmento crucial
en la inactivacion; el fenotipo clinico resul-
tante de una delecion ocurrida natural-
mente en este sitio, no habia sido descrita.
Esta delecion condiciond un fenotipo
mixto, disfuncion del nodo sinusal, arrit-
mias por re-entrada ventricular, trastor-
nos en la conduccion ventricular, que tra-
ducen pérdida de la funcion del canal de
sodio (disminuciéon de la corriente pico)
aunado a SQTL (incremento en la conduc-
tancia al sodio en la fase 2 del potencial de
accion, manifestada en los estudios elec-
trofisiologicos por registro de corriente
tardia).

Reafirmando el concepto de la importante
interaccion de las diferentes variantes en
el gen SCNSA; la mutante R34fs/60 por si
sola no mostré corriente tardia, la variante
R1195H mostro curvas de activacion e inac-

tivacion desviadas a la izquierda, pero no
corriente tardia. La asociacion de ambas
mutantes genero corriente tardia reconsti-
tuyendo asi el fenotipo clinico de SQTL
observado en el enfermo y planteando la
posibilidad de que la region N-terminal del
canal de sodio participa en la inactivacion
del canal, hipotesis que amerita estudiarse
con mayor profundidad.

Desde el punto de vista clinico, y resal-
tando la importancia de la correlacién
genotipo-fenotipo, otra observacion ha
sido importante: 4 de los 12 casos que pre-
sentamos aqui tuvieron un fenotipo de:
trastorno en la conduccion intraventricu-
lar, enfermedad del nodo sinusal, intervalo
QT prolongado y taquicardia ventricular.
Esta peculiar combinacion de fenotipos no
se habia descrito con anterioridad, en par-
ticular la taquicardia ventricular, es una
arritmia poco comun en el contexto de
SQTL, aunque ha sido reportada esporadi-
camente en casos con Sx de Brugada®
(pérdida de la funcion del canal de sodio)
donde se genera por un mecanismo de
reentrada '9-2°. Interesante es que todos los
pacientes con este fenotipo tuvieron
mutacion en el canal de sodio; y el fenotipo
biofisico revelé pérdida de la funcion de
Na 1.5 (disminucion de la corriente pico),
aunado a incremento en la funcién por
defectos en la inactivacion que favorecen
corriente tardia. De esta forma se puede
proponer que en los pacientes con el feno-
tipo mixto mencionado, se debe sospechar
en enfermedad del canal de sodio.

Como sucede en muchos proyectos de
investigacion, los hallazgos iniciales en
este trabajo marcaron el camino a seguir;
reorientaron algunos objetivos de la tesis,y
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al final, realizamos estudios mas profun-
dos sobre el canal de sodio, no asi sobre el
canal de potasio; que si bien no estaba
contemplado, dieron trabajo suficiente y
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Apéndice

El conocimiento sin compasion es inhumano y la compasion sin
conocimiento es inefectiva.
Anonimo
Los cientificos no persiguen la verdad,
es ésta quien los persigue a ellos.
Karl Schlechta

No he fallado, he encontrado 10,000 maneras que no funcionan.
Thomas Edison

Los sabios buscan la sabiduria; los necios creen haberla encontrado.
Napoledn Bonaparte

Arriesgarse es perder un poco, no arriesgarse es perderlo todo.
Vladimir Mayacowsky

Cuando no sabemos a que puerto nos dirigimos, todos los vientos son
desfavorables.

Séneca

Cuanto menos se lee, mas dano hace lo que se lee.
Miguel de Unamuno

El arte de vencer se aprende en las derrotas.
Simon Bolivar

El hombre sabio no lo es en todas las cosas.
Michel D. Montaigne

El que pregunta con mala intencion no merece conocer la verdad.
San Ambrosio

En la vida hay algo peor que el fracaso: el no haber intentado nada.
Franklin D. Roosvelt

Engrandeceras a tu pueblo no elevando sus tejados, sino las almas de
sus habitantes.

Epicteto

Es mas facil saber como se hace una cosa que hacerla.

Ignoramos nuestra verdadera estatura hasta que nos ponemos en pié.

Emily Dickinson

Lo poco que sé se lo debo a mi ignorancia.
Platon

93



94

Nada nos engana tanto como nuestro propio juicio.
Leonardo da Vinci

No hay maestro que no pueda ser discipulo.

Baltasar Gracian
Sihallas un camino sin obstaculos, desconfia. Lo mas probable es que no
conduzca a ninguna parte.

Constancio C. Vigil
Sidos individuos estan siempre de acuerdo en todo, es porque uno de los
dos piensa por ambos.

Sigmund Freud
Si no puedes ganar, estimula al que ha tomado la delantera para que
rompa la marca.

Jan Mickeithen
Si a tu muerte no quieres perderte en el olvido, escribe cosas dignas de
leerse, 0 haz cosas dignas de escribirse.

Benjamin Franklin
Situ intencion es describir |a verdad, hazlo con sencillez y |a elegancia
déjasela al sastre.

Albert Einsten
Hay tres clases de mentiras: las mentiras, las malditas mentiras
y las estadisticas.

Mark Twain
Prefiero que mi mente se abra movida porla curiosidad a que se cierre
movida por la conviccion.

G. Spence

Los grandes sucesos dependen de incidentes pequenos.
Demostenes

La mente es como un paracaidas, solo funciona cuando es abierta.
Sir James Dejar

Las inovadoras ideas son consideradas disparates en su inicio.

Alfred North Whitehead
La ciencia no es una religion. Si lo fuese, no tendriamos problemas para
conseguir dinero.

Leon Lederman

Si quieres cultivar enemigos, trata de cambiar las cosas.
Woodrow Wilson

Lo bueno de los estandares es que tenemos muchas opciones.
Anonimo

La mitad del trabajo realizado en este mundo es para hacer parecer las

cosas lo que no son.
Elias Root Beadle



El hombre que nunca comete errores, siempre sigue las 6rdenes de
alguien que los comete.

Anonimo
Siempre que te encuentres parte de la mayoria, es hora de hacer pausay
reflexionar.

Anonimo
El hombre tarda dos afios en aprender a hablary el resto de su vida en
aprender a callar

Anonimo
El que quiere de esta vida todas las cosas a su gusto, tendra muchos
disgustos.

Miguel Angel Quevedo
La diplomacia es el arte de conseguir que los demas hagan con gusto lo
que uno desea que hagan.

Andrew Carnegie

Nadie esta libre de decir estupideces, lo grave es decirlas con énfasis.
Michel D. Montaigne

Los grandes no son grandes, si no son buenos.
Samuel Smiles

Solo el que manda con amor es servido con fidelidad.
Miguel Angel Quevedo

Una de las mayores pruebas de mediocridad estriba en no saber
reconocer la superioridad de los demas.

J.B. Say

Tiempo perdido es vida perdida.
Sathya Sai Baba
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