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A. RESUMEN

La muerte subita cardiaca (MSC) es una de las principales causas de muerte en adultos
jovenes y nifios en el mundo. Se sabe que una proporcion considerable de estas muertes
son causadas por canalopatias arritmogénicas (CAs). En las ultimas décadas se han
descrito varios genes implicados en estas enfermedades. Sin embargo, en una proporcion
importante de pacientes en quienes se exploran genes conocidos no se identifican
mutaciones, lo que sugiere la existencia de nuevos genes y/o mecanismos implicados en las
CAs. En el presente estudio, se realizd secuenciacion de nueva generacion (SNG) en 51
pacientes con diagnostico clinico de CA. Se encontr6 al menos una mutaciéon patogénica,
potencialmente-patogénica o de significado clinico incierto en el 76-100% de los casos con
distintas CAs dependiendo del diagnostico, incluyendo sindrome de QT largo (SQTL),
sindrome de Brugada (SBr), disfuncion del nodo sinusal (DNS) y taquicardia ventricular
polimorfica catecolaminérgica. Ademads, la SNG en células de cordén umbilical
almacenadas al nacimiento permitié el diagndstico post-mortem de SQTL mediante
autopsia molecular en un caso de muerte subita inexplicada (MSI), encontrando que la
paciente era heterocigota compuesta para 2 mutaciones diferentes en KCNQI
(p-A300T/p.P535T). Ademas, se encontrd evidencia de que el gen RYR2 podria estar
implicado en el SQTL; que el gen SNTAI podria estar implicado en el SBr; y que los genes
TRPM4 y CAMK2A podrian estar implicados en la DNS. Por ultimo, se identificaron 3
polimorfismos (KCNQ1/p.D4469, CASQ2/p.V76M y RYR2/p.H877P) asociados a SQTL

comparando casos y controles sanos, los cuales son més frecuentes en poblacion latina.

B. ABSTRACT

Sudden cardiac death is one of the main causes of death in children and young adults. A
considerable proportion of these deaths are caused by primary electric disorders of the
heart known as arrhythmogenic channelopathies (ACs). Although a long list of genes
causing ACs has been described over the last 2 decades, genetic studies fail to find a
mutation in genes known to cause ACs in a considerable proportion of patients with a clear
phenotype. In addition, one of the main challenges for molecular diagnosis is to determine

the causality of the identified mutations. In the present study, next generation sequencing



(SNG) was performed in 51 patients with a clinical diagnosis of AC, functional in vitro
studies or in silico protein modeling was performed to analyze the functionality of 4 novel
identified mutations, and the possible effect of several AC gene polymorphisms found in
Latin American population was analyzed. At least one variant considered as pathogenic,
potentially pathogenic or of unknown clinical significance was identified in 76 to 100% of
cases with different types of channelopathy, including long QT syndrome (LQTS),
Brugada syndrome (BrS), sick sinus syndrome (SSS) and cathecolaminergic polymorphic
ventricular tachycardia. Next generation sequencing performed on umbilical cord cells
stored at birth allowed post-mortem diagnosis of LQTS in a child with sudden death who
was compound heterozygous for two KCNQI mutations (p.A300T/p.P535T), where in
silico protein modeling suggested mutation causality. Although no new causal AC genes
were identified, several mutations were identified in genes not previously related with
specific channelopathies: evidence of the implication of RYR2 in LQTS was found, a
potentially pathogenic mutation in SN7A4/ was found in a patient with BrS, and potentially
pathogenic mutations in TRPM4 y CAMK2A were found in a patient with SSS. Finally, 3
polymorphisms found in Latin American populations (KCNQ1-p.D4469, CASQ2-p.V76M
and RYR2-p.S877P) were found to be associated with LQTS in a case-control analysis.

C. LISTA DE ABREVIACIONES

AV Auriculo-ventricular

CaM Calmodulina

CaMKII Cinasa calmodulina dependiente de Ca®"

CAs Canalopatias arritmogénicas

CESO0 Concentracion efectiva para alcanzar el 50% de saturacion

DHPLC Cromatografia liquida dsnaturalizante de alto rendimiento (denaturing high
performance liquid chromatography)

DAI Desfibrilador automatico implantable; cardiovertidor implantable
DNA Acido dexosiribonucléico
DNS Disnfuncién del nodo sinusal

EAC Enfermedad arterial coronaria



ECG Electrocardiograma/electrocardiografico

FC Frecuencia cardiaca

HEK rifén humano embrionario (human embryonic kidney)
IgG immunoglobulina G

ICa; Corriente de calcio tipo L

INa Corriente de sodio

LCIC Liberacion de Ca*'inducida por Ca**

MCH Miocardiopatia hipertréfica

MCD Miocardiopatia dilatada

MS Muerte subita

MSC Muerte subita cardiaca

MSR Muerte subita revertida

Nav1.5 Subunidad « del canal de sodio cardiaco

NCX Intercambiador sodio-calcio

PKA Proteina cinasa A

PLB Fosfolamban

ppm Pulsaciones por minuto

RS Reticulo sarcoplasmico

RyR2 Receptor de rianodina cardiaco

TV Taquicardia ventricular

TVMC Taquicardia ventricular monomorfica catecolaminérgica
TVPC Taquicardia ventricular polimodrfica catecolaminérgica
SA Senoauricular

SBr Sindrome de Brugada

SERCA ATPasa de Ca** del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico
SQTL Sindrome de QT largo

Tubulos-T Tubulos transversos

VD Ventriculo derecho

WT Silvestre (wild type)
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I. INTRODUCCION
1.1 Muerte subita cardiaca (MSC)

La muerte subita cardiaca (MSC) es una de las principales causas de muerte en paises
desarrollados y regiones industrializadas del mundo (Ackerman, 2009). Aproximadamente
17.7 millones de muertes anuales son causadas por enfermedades cardiovasculares en todo
el mundo, de las cuales el 25% son de cardcter subito (Priori et al., 2015). Diversos
estudios definen la muerte subita (MS) como la muerte que ocurre en < 1 hora después del
inicio de los sintomas prodromicos (si la muerte es atestiguada); o bien, cuando la muerte
no es atestiguada, como aquella que ocurre en un lapso de 24 horas después que el
individuo fue visto por ultima vez sin sintomas sugestivos previos (Zipes & Wellens, 1998;
Steinberg et al., 2016). Asi mismo, segin las ‘guias para el manejo de pacientes con
taquicardias ventriculares y prevencion de MSC’ de la Sociedad Europea de Cardiologia
(ESC) (Priori et al., 2015) y la Asociacion Americana del Corazon/Colegio Americano de
Cardiologia/Sociedad del Ritmo Cardiaco (AHA/ACC/HRS) (Al-Khatib et al., 2017) la MS
puede considerarse de origen cardiaco sélo si existe una condicion cardiaca (congénita o
adquirida) potencialmente letal reconocida durante la autopsia o durante la vida del
paciente. Asi mismo, estas guias consideran casos potenciales de MSC a aquellos que
ocurren en individuos con un corazdn estructuralmente normal, en quienes el estudio de

autopsia no logra identificar la causa de la muerte.

1.1.1 Causas de la MSC

Las causas de la MSC varian seglin el grupo de edad. En paises desarrollados, la primera
causa de MS en poblacioén adulta (>40 afios) es la enfermedad arterial coronaria (EAC)
(Arzamendi et al., 2011). En cambio, en gente joven (1-35 afios) la causa mas frecuente de
MS son las enfermedades estructurales del corazon (e.g. miocardiopatia hipertréfica o la
miocardiopatia dilatada) y las enfermedades eléctricas primarias cardiacas o canalopatias
arritmogénicas (CAs) (e.g. sindrome de QT largo o sindrome de Brugada), que constituyen
un grupo de enfermedades causadas por mutaciones en genes que codifican canales i6nicos
y otras proteinas responsables de generar el potencial de accion cardiaco (Fernandez-

Falgueras et al., 2017).
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En paises desarrollados, se estima que la incidencia anual de MSC en personas jovenes es
de 1.3-8.5 por cada 100,000 individuos, ubicandola como una de las primeras causas de
muerte en este grupo etario (Winkel et al., 2014; Meyer et al., 2012; Bagnall et al., 2016).
Dado que las CAs rara vez causan cambios estructurales en el corazén, y en algunas
ocasiones no tienen traduccion electrocardiografica al reposo o se manifiestan
intermitentemente en el electrocardiograma (ECG), pueden pasar desapercibidas durante la
valoracion médica. De manera similar, la MS puede quedar ‘inexplicada’ (MSI) aun tras
haberse llevado a cabo una investigacion médica y/o legal exhaustiva, que haya excluido el

analisis de genes de CAs (Tester & Ackerman, 2006).

Grupo de edad Grupo de edad
0-2 afios 3-24 afos

Otras (4%) Miocarditis (8%) Otras (2%)
Miocarditis...—_ I

Prolapso de la
CAs (8%)/ vélwla mitral ___CAs (31%)
(11%)
Enfermedades
congénitas MCH/MCD
(84%) (19%)
P> Enfermedades
congénitas
(28%)
Grupo de edad 25-
35 afos

Otras (19%)

Miocarditis (2%) \

Prolapso de la

valwila mitral \
(2%)

Enfermedades
congénitas (4%)
MCH/MCD /

(14%) [
CAs (16%)

\ EAC (43%)

Figura 1.1 Causas de MSC en poblacion joven estratificadas de acuerdo con el grupo de edad. En infantes (0
a 2 afios) las alteraciones congénitas son la causa mas frecuente de MS; mientras que en nifios y jévenes (3 y
24 afios) las CAs son la causa mas comun de MSC. Finalmente, en adultos jovenes (25 y 35 afios) la
enfermedad arterial coronaria de inicio temprano comienza a ser relevante como causa de MS, aunque las
CAs siguen ocupando un lugar importante entre las causas de MSC (adaptado de Meyer et al. 2012).
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1.1.2 MS inexplicada y el diagndstico genético-molecular

Hasta en una tercera parte de los casos de MS que se reportan en jovenes aparentemente
sanos no logra establecerse la causa de la muerte mediante la autopsia convencional
(Semsarian et al., 2015) (Tabla 1.1). De acuerdo con ello, el analisis genético post-mortem
o autopsia molecular de genes causales de CAs puede explicar una proporcion de la MSI
en jovenes (Torkamani et al., 2016). Adicionalmente, las CAs puede ser genéticamente
diagnosticadas durante la vida del paciente mediante el andlisis de genes implicados en
estas enfermedades. Sin embargo, una proporcion variable de los casos clinicamente
diagnosticados con una CA quedan sin diagndstico molecular tras el analisis de los genes
causales conocidos, lo que ha llevado a sospechar que ain existen genes causales no

identificados (Refaat et al., 2015).

Tabla 1.1 Porcentaje de casos de MSI tras estudio post-mortem
realizados en poblacion joven

Numero de Casos de

Afio Pais autopsias MSI (%) Referencia

2001 Italia 273 17 Corrado et al. 2001
2004 Australia 193 31 Doolan et al. 2004
2005 Australia 241 29 Puranik et al. 2005
2009 Reino Unido 118 23 De Noronha et al. 2009
2011 Dinamarca 469 29 Winkel et al. 2011
2011 Irlanda 342 26 Margey et al.2011

MSI: Muerte stbita inexplicada

1.1.3 Potencial de accion cardiaco

La actividad eléctrica del corazéon comienza con la generacion espontanea de un potencial
de accion (PA) en las células marcapasos del nodo sinusal (NS), el cual se propaga a través
de fibras especializadas hacia las auriculas y el nodo auriculo-ventricular (AV).
Posteriormente, el PA viaja desde el nodo AV hacia los ventriculos, mediante el sistema
His-Purkinje, lo que desencadena la contraccion ventricular y la accion de bombeo

cardiaco (Bartos et al., 2015) (Figura 1.2).
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Auriculas

Nodo AV
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Derivaciéndel ECG

——
200 ms

Figura 1.2 Anatomia del corazén humano (izquierda) y morfologia de los PAs en sus diferentes regiones
(derecha). Abajo se muestra una derivacion representativa del ECG (VCS: vena cava superior, NS: nodo
sinusal, AD: auricula derecha, Al: auricula izquierda, TIV: tabique interventricular, Nodo AV: nodo
auriculoventricular, VD: ventriculo derecho, VI: ventriculo izquierdo) (Bartos et al., 2015).

El potencial de acciéon (PA) es un cambio transitorio del potencial membranal (Em),
generado por una modificacion transitoria en la conductancia de distintos canales i6nicos
expresados en la membrana de la célula cardiaca (Bartos et al., 2015). Este tiene una
morfologia caracteristica en cada region del corazén (Figura 1.2), resultado de la
expresion diferencial de distintos canales i0nicos y uniones comunicantes (gap junctions).

Tradicionalmente, el PA esta dividido en 5 fases:

e [ase 0. Es la fase de inicio y de despolarizacion del PA. En las células del musculo
auricular, ventricular y fibras de Purkinje, es una fase de despolarizacion rapida,
causada por la activacion rapida de la corriente entrante de sodio (Ina) generada por
los canales Nav1.5. En cambio, en el nodo sinusal (NS) y nodo auriculo-ventricular
(AV) es una fase de despolarizacion mas lenta, mediada principalmente por la
corriente de calcio Ica, y en menor grado por la Icar, generadas por canales de Ca®*

tipo L (Cavl.2 y 1.3) y tipo T (Cav3.1-3.3), respectivamente.

e [ase 1. Es la fase de repolarizacion rapida del PA. Est4 causada por la inactivacion
casi total de la Ina y por la activacion de la corriente transitoria de potasio (Ito),
generada por los canales Kv4.2 y Kv4.3 (componente rapido), y Kvl.4

(componente lento).
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e Fuase 2. Es la fase de meseta del PA. Esta fase es mas prolongada en células de
musculo cardiaco auricular y ventricular. En esta fase la célula permanece
despolarizada y refractaria durante cientos de milisegundos debido al equilibrio
entre las corrientes entrantes (Icar y 1a Ina), y las corrientes rectificadoras de potasio
IK; e IKs, generadas por los canales Kv7.1 y Kv11.1 (hERG), también denominadas
componente rapido y lento de la Ik, respectivamente. Asi mismo, en la fase 2 la
ICar (Cavl.2 y Cavl.3) provoca la activacion de los canales de rianodina cardiacos
(RyR2) en el reticulo sarcoplasmico, esencial para el acoplamiento excitacion-

contraccion (E-C).

® Fase 3. Fase de repolarizacion del PA cardiaco. En esta fase los canales Cavl.2 y
Cavl.3 se inactivan y predominan las corrientes de potasio salientes IKr (Kv7.1),
IKs (Kv11.1, hERG) y la corriente 1K1, generada por los canales Kir2.X, Kir3.X y

Kir6.X, la cual también se presenta en la fase 0 y fase 4 del PA.

® Fuase 4. Es la fase diastolica del PA donde se alcanza el valor mas negativo del Em
(i.e. potencial diastolico maximo). La corriente IK; es reponsable de estabilizar el
Em diastolico en el musculo auricular y ventricular. En cambio, en las células del
NS y el nodo auriculo-ventricular (AV) la IK; esta poco expresada. Bajo estas
condiciones, la corriente funny (Iy) generada por los canales activados por
hiperpolarizacion sensibles a nucledtidos (HCN) causan una despolarizacion
progresiva que eventulamente da lugar a la re-excitacion o despolarizacion

diastolica, responsable del automatismo caracteristico del NS y el nodo AV.

El musculo cardiaco, al igual que todos los tejidos excitables es refractario a la re-
estimulacion durante el PA. Durante el periodo refractario absoluto es imposible
desencadenar un segundo PA (pues los canales de sodio se encuentran inactivados),
mientras que en el periodo refractario relativo la célula puede llegar a excitarse con una
sefial muy intensa, generando un PA de baja amplitud. Este periodo termina después de la
fase de hiperpolarizacion (denominada post-potencial), donde todos los canales de Na”

estan cerrados y disponibles para un nuevo estimulo (Boron et al., 1999) .
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1.1.4 Acoplamiento electromecanico del corazon

El Ca*" es un factor indispensable para la contraccion del misculo ventricular (Bartos et
al., 2015). La despolarizacion de los tibulos T (invaginaciones del sarcolema que ponen a
la membrana plasmatica en estrecha proximidad con el reticulo sarcoplasmico) induce la
activacion de los receptores de dihidropiridina o canales de calcio tipo L (Cayl.2 y
Cay1.3), lo que genera una pequefia afluencia de Ca®" (/Car) hacia el interior de la célula.
Aunque la ICap no es suficiente para causar la contraccién cardiaca, desencade la
liberacion masiva de Ca*" desde el reticulo sarcoplasmico (SR), a través de los canales de
rianodina cardiacos (RyR2), en un proceso de amplificacion conocido como liberacion de
Ca’" inducida por Ca’* (LCIC). Como resultado, el Ca*' liberado bafia los
microfilamentos contractiles y se une a proteinas de unién a Ca®', induciendo la

contraccion del musculo cardiaco (Fabiato, 1985; Bers, 2002) (Figura 1.3).

ca®’
3Na* 4
Espacio extracelular \\
.-_ 2 Membrana plasmética m
ca :

\ Hendidura
diddica

Diastole

Tabulos T

~ /1 Miofilamentos

Figura 1.3 Acoplamiento electromecénico en la célula cardiaca. El Ca*" liberado por los receptores de
hidropiridina (canales de calcio tipo L) hacia la hendidura diddica inducen la liberacion de Ca’* inducida por
Ca’*a través de los receptores de rianodina cardiacos (RyR2), que amplifican la sefial de Ca?" entrante unas
~4 a 20 veces. Las flechas indican el desplazamiento del Ca>" durante la sistole (flechas oscuras en la porcion
izquierda) y didstole (flechas en color mas claro en la porcion derecha). RS: reticulo sarcomplasmico, PLB:
fosfolamban, Tnl: troponina I, NCX: intercambiador Na*-Ca®".
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Para la relajacion cardiaca, el Ca* (~70%) es devuelto al RS a través de la bomba ATPasa-
Ca’* (SERCA) o extruido de la célula (~28%) por el intercambiador electrogénico NCX
(transporta 3 Na™ por cada Ca®"). El Ca*' restante es removido por la ATPasa-Ca>"
sarcolémica y por el uniportador de calcio mitocondrial (UCM). En condiciones basales,
SERCA estd inhibida por la proteina fosfolamban (PLB). Sin embargo, durante la
estimulacion f-adrenérgica, la cinasa A dependiente de AMPc (PKA) fosforila a PLB,
evitando la inhibicién de PLB sobre SERCA, por lo que ésta ultima secuestra Ca*"con
mayor rapidez, contribuyendo a la respuesta inotropica cardiaca en presencia de [-
agonistas (Smeazzetto et al., 2013). En cada latido, la cantidad de Ca®" extruido/re-
secuestrado debe igualar la cantidad de Ca®" entrante, de lo contrario pueden desarrollarse

arritmias como resultado de una corriente entrante transitoria mediada por NCX.

1.2 Canalopatias Arritmogénicas

Las canalopatias arritmogénicas (CAs) genéticas constituyen un grupo de enfermedades
eléctricas primarias del corazén, causadas por mutaciones en genes que codifican canales
ionicos cardiacos (o proteinas asociadas a su funcion) responsables de generar el PA
cardiaco (Amin ef al., 2010). Las CAs también pueden ser adquiridas, como resultado del
un desbalance electrolotico (e.g. hipocalemia), el efecto de un agente farmacologico (e.g.
toxinas o medicamentos) o por fenémenos autoinmunes, donde los anticuerpos atacan
algin canal 16nico. La susceptibilidad al desarrollo de CAs y arritmias mortales en
respuesta a ciertos farmacos o toxinas muchas veces puede estar influenciada por ciertas
mutaciones genéticas y/o polimorfismos. Las CAs mas frecuentes son el sindrome de QT
largo (SQTL), el sindrome de Brugada (SBr), la taquicardia ventricular polimoérfica
catecolaminérgica (TVPC) y el sindrome de QT Corto (SQTC). Sin embargo, algunos
trastornos arritmogénicos de etiologia diversa, como la disfuncion del nodo sinusal (DNS)
y la taquicardia ventricular idiopatica (TVI) pueden ser considerandos CAs cuando estan
causados por mutaciones en canales i0nicos. Tratdndose de enfermedes genéticas
heredables, en estos casos el inicio de los sintomas suele ocurrir a edades tempranas (Lei et
al., 2008). Las CAs pueden ser el resultado de mutaciones que alteran la expresion y/o la

funcion de los canales i6nicos cardiacos, lo que puede provocar diversos cambios en la
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propagacion y/o en la morfologia del PA, tales como la prolongacién de su duracion,
acortamiento de su duracién y/o generacion post-potenciales tempranos o tardios que

predisponen en graves arritmias ventriculares y MSC.

1.2.1 Sindrome de QT largo (SQTL)

El sindrome de QT largo (SQTL) heredable es un trastorno de la repolarizacion cardiaca
que se caracteriza por la prolongacion del intervalo QT en el electrocardiograma (ECG) y
que predispone al desarrollo de arritmias ventriculares malignas (de tipo forsades de
pointes), sincope y MS (Amin et al., 2013). Aunque en México no se tienen estadisticas
confiables sobre su prevalencia, se considera la mas frecuente de las CAs en poblaciones
caucasicas, con una prevalencia de 1:2,000 a 1:2,500 individuos (Priori et al., 2015; Itoh et
al., 2016). Desafortunadamente, la MS llega a ser la primera manifestacion de la
enfermedad en algunos casos; y puede ser causa de muerte fetal y muerte de cuna (Oliveira
et al., 1999; Pilmer et al., 2014; Gonzalez-Melchor et al., 2014). Hasta el 20% de las MSI
que son sujetos a autopsia molecular logran explicarse por mutaciones que causan SQTL
(Semsarian et al., 2015; Semsarian & Ingles, 2016). Dependiendo de la corriente idnica
afectada, el sincope y/o el paro cardiaco pueden desencadenarse con mayor probabilidad
durante el reposo o el suefio; o durante el esuerzo fisico o el estrés emocional (Hammond-

Haley et al., 2016; Cheung ef al. 2016).

Clinicamente, el SQTL se caracteriza por una prolongacion del intervalo QT en el ECG
(Kronauer & Friederich, 2015). Convencionalmente, se utiliza la formula de Bazzett para
corregir la duracion del intervalo QT de acuerdo con la frecuencia cardiaca (QTc = QTN
RR; donde QTc es el intervalo QT corregido por la frecuencia y RR el intervalo entre 2
complejos QRS) (Bazzet et al. 1920, Nademanee et al., 1997). Sin embargo, también
pueden usarse formulas alternativas como la de Fredericia, Hodges o Sagie (Fridericia et
al. 1920; Hodges et al. 1983; Sagie et al. 1992). Los valores de QTc¢ entre 380 y 430 ms en
varones y entre 380 y 450 ms en mujeres son considerados normales; mientras que los un
QTc > 450 ms en hombres y > 470 ms en mujeres se consideran un QTc prolongado

(Tabla 1.2).
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Tabla 1.2 Valores de QTc corregidos por Bazzett

e 1-15 afios Hombre Mujer
Clasificacion
(ms) adulto (ms) adulta (ms)
Normal <440 <430 <450
Limitrofe 440-460 430-450 450-470
Prolongado >460 >450 >470

Sin embargo, se ha mostrado que existe un intervalo de QTc ‘limitrofe’ observable tanto en

portadores como

en sujetos sanos (Figura 1.4). Puesto que los valores de QTc limitrofes se

encuentran en individuos sanos y en individuos con SQTL, la puntuacion de Schwartz

(Schwartz et al
basandose en cri

1.3).

Personas

. 1993) permite evaluar la probabilidad de presentar la enfermedad,

terios electrocardiograficos, clinicos y de antecedentes familiares (Tabla
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Figura 1.4 Distribucion de la duracion del intervalo QT corregido por la frecuencia cardiaca (QTc) en
pacientes con mutaciones causales de SQTL en los genes KCNQI, KCNH2 o SCN5A (curvas en el lado
derecho) y en familiares no afectados (curva en el lado izquierdo) (Medeiros-Domingo et al. 2007).
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Tabla 1.3 Puntuacion de Schwartz

Criterios Puntaje*

Hallazgos electrocardiograficos
QT corregido (QTc¢)
> 480ms
460-479
450-460
Taquicardia helicoidal (TdP)

Alternancia de laonda T

—_— = N =N W

Muescas de la onda T en 3 derivaciones del ECG
Bradicardia para la edad 0.5
Historia clinica

Sincope

Con estrés 2
Sin estrés

Sordera congénita 0.5

Historia familiar
Diagnostico definitivo de SQTL en familiares cercanos 1

MSI antes de los 30 afios de edad en familiares cercanos 0.5

* Los criterios diagndsticos de Schwartz utilizan una puntuacion del 1 al 9. Si la puntuacion es < 1 la
probabilidad de presentar la enfermedad es baja; si es 2-3 la probabilidad es intermedia, y si > 4, es alta. En
la valoracion de un caso con sospecha de SQTL se debe descartar el uso de farmacos que pudieran prolongar
el intervalo QT (Schwartz et al. 1982).

El SQTL tiene un patron de herencia autosémica dominante (sindrome de Romano-Ward)
en la mayoria de los casos. Sin embargo, existe una forma mas grave y rara que se
acompana de sordera congénita (sindrome Jervell y Lange-Nielsen) que se hereda bajo un
patron autosémico recesivo (Crotti et al., 2008), y también se han descrito algunos casos
recesivos de Sindrome de Romano-Ward, sin sordera congénita (Priori et al., 1998). Hasta
la fecha se conocen 16 genes causales de SQTL; aunque la mayor parte de las mutaciones
(~90%) suelen localizarse en 3 genes principales: KCNQI (SQTL1), KCNH2 (SQTL2) y
SCN54 (SQTL3), que codifican los canales Kv7.1, Kvll.1 (o hERG) y Navl.5,
respectivamente (Nakano & Shimizu, 2016) (Tabla 1.4). Pese al gran numero de genes

identificados como causales de SQTL, en el ~20% de los casos no logra identificarse una
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mutacidon en los mismos, lo que sugiere que podrian existir otros genes causales no

descritos a la fecha.

Tabla 1.4 Genes causales de sindrome de QT largo

Subtipo Gen Locus Proteina Efecto funcional Frecuencia

Sindrome de QT largo (Romano Ward)

LQT1 KCNQI 11p15.5 Kv7.1 PDF, reduccion de IKs 30-35%
LQT2 KCNH2 7q35-36 Kvlil.1 PDF, reduccion de IKr 25-30%
LQT3 SCN54 3p21-p24 NaVl.5 GDF, incremento de INa tardia 5-10%
LQT4 ANKB 4q25-q27 Ankirina B PDF, altera multiples canales <1%
LQTS5 KCNEI 21@22.1 MinK PDF, reduccion de IKs <1%
LQT6 KCNE2 21q22.1 MiRP1 PDF, reduccion de IKr <1%
LQT7 KCNJ2 17923 Kir2.1 PDF, reduccion de IK1 <1%
LQTS CACNAIC 12p13.3 Cavl.2 GDF, incremento de ICaLL Raro
LQT9 CAV3 3p25.3 Caveolina 3 Incremento de Ina tardia <1%
LQT10 SCN4B 11g23.3 Nav4 GDF, incremento de INa tardia Raro
LQTI11 AKAP9 7q21-q22 Yotiao PDF, reduccion de IKs Raro
LQTI12 SNTAI 20ql1.2 Sintrofina 1 Incremento de Ina tardia Raro
LQTI13 KCNJ5 11q24.3 Kir3.4 PDF, reduccion de IKach Raro
LQT14 CALM1I 14q32.11 Calmodulina 1 Alteracion del manejo de Ca?* <1%
LQTI15 CALM?2 2p21 Calmodulina 2 Alteracion del manejo de Ca?* <1%
LQT16 CALM3 19q13.32 Calmodulina 3 Alteracion del manejo de Ca?* <1%
Sindrome Jervell Lange-Nielsen
JLN1 KCNQI* 11pl15.5 Kv7.1 PDF, reduccion de IKs Raro
JLN2 KCNET* 21g22.1 MinK PDF, reduccion de IKs Raro

PDF: Pérdida de la funcion; GDF: Ganancia de la funcion; *patron de herencia recesivo.

1.2.2 Sindrome de Brugada

El Sindrome de Brugada (SBr) es un trastorno genético que provoca alteraciones graves en
la repolarizacion cardiaca que predisponen al desarrollo de taquicardias ventriculares
malignas, sincope y MS. Electrocardiograficamente, se caracteriza por la elevacion del
segmento ST en las derivaciones precordiales del ECG (Refaat ef al., 2016). Se han
descrito 3 patrones de elevacion del segmento ST en las derivaciones precordiales del ECG
que son caracteristicos de SBr (Figura 1.5). Sin embargo, el Unico patrén considerado

patognomonico para el diagnostico de SBr es el patron tipo 1.
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Figura 1.5 Patrones caracteristicos de pacientes con SBr. Patron tipo I: elevacion descendente del segmento
ST>2 mm en mdas de una derivacion precordial derecha, con onda T negativas (morfologia en “lomo de
delfin”). Patron tipo II: elevacion del segmento ST>2 mm en precordiales derechas, con onda T positiva o
isobifasica (morfologia de “silla de montar”). Patron tipo III: elevacion del segmento ST<] mm, con onda T
positiva. Los tres patrones pueden observarse en el SBr, incluso en un mismo paciente. La elevacion de
segmento se sefiala con una flecha en cada caso.

El haber presentado: 1) fibrilacion ventricular, 2) taquicardia ventricular polimérfica, 3) la
inducibilidad de arritmias ventriculares durante el estudio electrofisioldgico, 4) el sincope
0 respiracidon agonica nocturna, y/o 5) la historia familiar de MS en edad previa a los 45
afos son factores del riesgo de MS en estos pacientes. Los pacientes con SBr pueden
presentar el patron de manera transitoria, por lo que en ocasiones es necesario hacer
pruebas farmacolégicas de provocacion (con bloqueadores del canal de sodio como
ajmalina, flecainida o procainamida) para desenmascarar el sindrome (Antzelevitch et al.,
2005). Asi mismo, el uso de derivaciones altas en el ECG (i.e. precordiales derechas en
espacios intercostales superiores) aumenta la sensibilidad del ECG para la deteccion del

patron I de SBr.

Actualmente, la prevalencia del SBr se estima entre 1 y 12 cada 10,000 personas; siendo
mas prevalente en hombres jovenes de origen del sudeste asiatico (Nademanee et al., 1997)

(Sarquella-Brugada et al., 2015). Se calcula que el SBr es la cuasa del 4% de las todas las
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MS en poblacion joven, y que podria ser la causa de hasta el 20% de las MSI registradas en
jovenes (Berne & Brugada, 2012). En general, el SBr afecta mas a hombres que a mujeres
(8:1). Los hombres suelen ser mas sintomaticos y presentan mayor riesgo de MS, asi como
mayor inducibilidad de FV durante el estudio electrofisioldgico, lo que potencialmente
podria atribuirse a la expresion diferencial canales entre ambos géneros (Shimizu et al.,
2007; Thomas et al., 2011). Los sintomas suelen aparecer en la cuarta década de la vida
tipicamente en situaciones de predominio vagal, como el reposo o durante el suefio. El SBr
se presenta en individuos con corazones estructuralmente normales (al menos a nivel
macroscopico), aunque se ha reportado que algunos pacientes con SBr presentan
alteraciones miocardicas microscopicas, lo que sugiere que puede inducir cambios
cardiomiopaticos en algunos pacientes (Frustaci et al., 2005; Frustaci et al., 2009). A la
fecha, el tnico tratamiento que se considera eficaz en pacientes con SBr es la implantacion
de un desfibrilador automatico (DAI). Sin embargo, la quinidina (antiarritmico con
actividad bloqueadora de canales de sodio como Navl.5 y algunos canales de potasio,
como Kvl4 y Kv4.2 (Ito), y Kvll.l (Ikr) y los farmacos betamiméticos como el
isoproterenol (que aumentan la corriente entrante Icar) estdn indicados en pacientes
asintomaticos, y se consideran una alternativa terapéutica al DAI en nifos (Gourraud et al.,

2017).

Desde el punto de vista genético, el SBr es una enfermedad con un patrén de herencia
autosdmica dominante, caracterizado por ser de penetrancia incompleta y expresividad
variable, probablemente debido factores ambientales, de género y a la presencia genes
modificadores. A la fecha, se conocen 17 genes relacionados con el SBr (Tabla 1.5). Las
mutaciones que causan una pérdida de funcion del canal de sodio SCN5A4 son las mas
frecuentes (15-30% de los casos); mientras que la contribucion del resto de genes explica
el 10-15% de los casos. Asi, una proporcion muy alta de pacientes (60-70%) no se detectan

mutaciones en los genes causales de SBr (Priori et al., 2000; Juang & Horie, 2016).
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Tabla 1.5 Genes vinculados con el sindrome de Brugada

Subtipo Gen Locus Proteina fu]flfceif)tl(:al Frecuencia
SBrl1 SCN54 3p21-p24 NaV1.5, INa LOF 20-25 %
SBr2 GPDIL 3p22.3 G3PDIL LOF Raro
SBr3 CACNAIC 2p13.3 Cavl.2 LOF 6-7 %
SBr4 CACNB2 10p12 Cavp2 LOF 4-5%
SBr5 SCNIB 19q13.1 Navf1 LOF 1-2 %
SBr6 KCNE3 11q13.4 MiRP2, Ito/Iks GOF <1%
SBr7 SCN3B 11923.3 Navf3 LOF Rara
SBr8 KCNH?2 7935 Kv11.1, Ikr GOF 1-2 %
SBr9 KCNJS 12p12.1 Kir6.1, IK-ATP GOF Rara
SBr10 CACNA2DI 7q21-22 Cava2-1 LOF Rara
SBrl1 RANGRF 17p13.1 MOG1 LOF Rara
SBr12 KCNES Xq22.3 MiRP4, Kv4.3, Ito GOF Rara
SBri13 KCND3 1p13.2 Kv4.3, Ito GOF Rara
SBr14 HCN4 15q24.1 HCN4, If LOF Rara
SBrl15 SLMAP 3p21.2-p14.3 SLMAP LOF Rara
SBrl6 TRPM4 19q13.33 TRPM4 LOF Rara
SBr17 SCN2B 11923 Navf2 LOF Rara
SBr18 SCN104 3p22.2 Navl.8 LOF 2.5-16 %
SBr19 HEY2 6q22.31 SUR2A, IK-ATP GOF Rara
SBr20 PKP2 12p11.21 plakofilina 2 LOF 25%
SBr21 ABCC9 12p12.1 SUR2 LOF 4-5%

LOF: Pérdida de la funcién; GOF: Ganancia de la funcion.

1.2.3 Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica

La taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica (TVPC) es una enfermedad
hereditaria caracterizada por la presentacion de arritmias malignas (taquicardia ventricular
polimérfica bidireccional) que se desarrollan bajo la estimulacion adrenérgica durante el
ejercicio o estrés emocional (Tanaka ef al., 2015). Tiene una tasa de mortalidad de 35% a
50% a la edad de 35 afios, por lo que se considera una de las CAs mas graves. Su
prevalencia en poblacion caucasica es de 1 cada 10,000 individuos (Sumitomo, 2016). El
ECG al reposo suele ser normal, aunque en ocasiones presentan bradicardia leve y

presencia ondas U (Napolitano et al., 1993). La MS durante el ejercicio puede ser la
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primera manifestacion de la enfermedad (Tester et al., 2011). El tratamiento primario de la
TVPC consiste en la restriccion del ejercicio y el uso de beta-bloqueadores, en algunos

casos junto con flecainida (Pott et al., 2011).

Desde el punto de vista genético, se conocen 5 genes causales de la enfermedad (Tabla
1.6). La mayoria de los casos (60-70%) son causados por mutaciones en el gen del receptor
de rianodina cardiaco (RYR2), que causa una forma autosomica dominante de la
enfermedad (Zhao et al., 2015). El ~1-5% de los casos tienen un patron de herencia
autosdmico recesivo causados por mutaciones en el gen de la calsecuestrina 2 (CASQ?2),

una proteina de unién Ca®" en el reticulo sarcoplasmico (Faggioni et al., 2012).

Tabla 1.6 Taquicardia ventricular polimoérfica
Catecolaminérgica por subtipo genético

Subtipo Gen Locus Proteina Frecuencia
de casos
TVPCI1 RYR2 1q42.1-q43 RyR2 60-70%
TVPC2* CASQ2 1p13.3-pll Calsecuestrina-2 1-5%
TVPC3 KCNJ2 7p22-pl4 Kir2.1 Rara
TVPC4* CALM1I 14q32.11 Calmodulina Rara
TVPC5 TRDN 6q22.31 Triadina Rara

*Patron de herencia autosdémico recesivo

La mayor parte de las mutaciones reportadas como causales en RYR? identificadas en
pacientes con TVPC tienen un efecto de ‘ganancia de la funcion’, que generan canales
hiperactivos propensos a liberar Ca** de forma espontanea en ausencia de la Ica lo que
provoca la generacion de post-despolarizaciones tardias (DADs). Entre los mecanismos
propuestos que explican esta hiperactividad y la fuga de Ca®" diastélico se encuentra: 1) la
disminucion del umbral de activacion de los canales RyR2, el cual es rebasado unicamente
ante la sobrecarga de Ca®" durante la estimulacion f—adrenérgica; 2) la eliminacién de las
interacciones inter-subunidades fundamentales para la estabilizacion del estado cerrado de
RyR2; y 3) la existencia de mutaciones que potencian la disociacion de las proteinas RyR2
y FKBP12.6, ésta ultima una proteina de uniéon a RyR2 que estabiliza el estado cerrado del
canal (Zhao et al., 2015). Por otro lado, la tnica mutacién conocida con un efecto de

‘pérdida de la funcion’ en RyR2 es la mutacion p.A4860G, que disminuye la respuesta al
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Ca?" luminal y la probabilidad de apertura de RyR2 en presencia de agonistas completos
como el Ca’" y la cafeina (Priori et al., 2002a). Los ratones RYR2-A4860G™" tienen un
corazdn estructuralmente normal y taquicardia ventricular bidireccional cuando son

sometidos a estimulacion adrenérgica (Jiang, Chen, Wang, Zhang, & Chen, 2007).

1.2.4 Disfuncion del nodo sinusal

La disfuncion del nodo sinusal (DNS) se describié hace 60 afios como una complicacion
arritmica después de la cardioversion o desfibrilacion mediante descarga eléctrica (Lown,
1967). Sin embargo, ahora se sabe que se trata de una coleccién de condiciones en las el
impulso cardiaco se genera de una forma anormal (Morris & Kalman, 2014). Este
padeciemiento se caracteriza por bradicardia sinusal, paro sinusal, incompetencia
cronotropica y susceptibilidad a la taquicardia auricular, especialmente la fibrilacion
auricular; aunque los episodios de taquicardias auriculares que coexisten con la bradicardia
sinusal (sindrome de taquicardia-bradicardia) también son comunes en este trastorno
(Tabla 1.7) (Martin & Hogg, 2010; Fish, 2000; Benson et al., 2003). El diagndstico de la
DNS es en gran medida electrocardiografico (Benson et al., 2003). En algunos casos, el
diagnostico puede dificultarse debido a un curso lento y/o erratico de la enfermedad; y
particularmente, puede no detectarse en las etapas iniciales debido a que s6lo se presenta

bradicardia sinusal (Ferrer et al. 1980).

Tabla 1.7 Manifestaciones
electrocardiograficas de la DNS*
Rasgos electrocardiogr'sficos

e Bradiarritmias auriculares

- Bradicardia sinusal (< 60 latidos por minuto)

- Paro auricular (con y sin escape de union)

- Bloqueo de salida sinusal (grado I - I1I)

- Bradiacardia auricular ectopica

- Fibrilacion auricular con respuesta ventricular lenta

- Pausas mayores a 3 segundos después del masaje carotideo

- Pausas prolongadas después de la cardioversion por taquiarritmias auriculares
e  Taquicardia auriculares

- Fibrilacion auricular

- Flutter auricular
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- Taquicardia auricular
e  Bradicardias y taquicardias alternantes

- Sindrome de bradicardia-taquicardia. Caracterizado por el desarrollo de
taquicardias auriculares paroxisticas en pacientes con bradicardia sinusal o bloqueo
sinoauricular.

e Retraso o interrupcion en la transmisiéon de un impulso desde las auriculas a los
ventriculos (Bloqueo AV, grado I-I1I)

e Incompetencia cronotropica (respuesta inadecuada de la frecuencia cardiaca al ejercicio
0 estrés)

*Documentables en ECG, Holter-24h, prueba de esfuerzo (procesos no invasivos) y/o bajo
estimulacion cardiaca en estudio electrofisioldgico (proceso invasivo).

Los pacientes con DNS a menudo son asintomaticos, pero pueden presentar palpitaciones,
disnea, sincope o MS (Tabla 1.8); que resultan de la reduccion del flujo sanguineo hacia el
cerebro durante los episodios sostenidos de bradicardia y/o taquicardia (Benson et al.,
2003; Adan & Crown, 2003). Algunos otros sintomas de la DNS (e.g. fatiga, irritabilidad,
pérdida de memoria, aturdimiento, palpitaciones o defectos cognitivos) estan presentes en
otros trastornos comunes en pacientes de edad avanzada, lo que puede provocar que
algunos casos de DNS sean diagnosticados erroneamente (Adan & Crown, 2003). El
tratamiento farmacoldgico de la DNS suele ser ineficaz, por lo que una vez que se han
descartado trastornos reversibles (Tabla 1.9), la terapia primaria es la implantacion de un

marcapasos (Choudhury et al., 2015a).

1.8 Sintomas mas
comunes en paciente con DNS

Sistema Sistema Otras
nervioso central cardiovascular causas
Demencia Angina pectoris Fatiga
Irritabilidad Tromboembolia arterial Enrojeciemiento
Letargia Accidente cardiovascular Disnea intermitente
Aturdimiento Falla cardiaca congestiva Alteraciones digestivas
Pérdida de la memoria Palpitaciones Oliguria o edema periddico

Despertar nocturno
Sinope o pre-sincope

Aunque algunos estudios han asociado la DNS a procesos de remodelamiento eléctrico,
fibrosis o degeneracion del NS (pérdida de las células del NS), al de dia de hoy se
considera que la mayoria de los casos con DNS son idiopaticos y que su origen puede ser
multifatorial (Tabla 1.9) (Adan & Crown, 2003; Morris & Kalman, 2014). Este trastorno

es mucho mas frecuente en adultos mayores, particularmente a partir de la quinta y sexta
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década de la vida, presentandose en 1 de cada 600 pacientes cardiacos mayores de 65 afios;
siendo responsable de > 50% de las implantaciones de marcapasos que existen en paises

desarrollados (Adan & Crown, 2003; Morris & Kalman, 2014).

Aunque la DNS es mas frecuente en adultos mayores, también puede ocurrir en el feto,
infantes y nifios (Epstein et al., 2008; Choudhury et al., 2015c; Beder et al. 1983; Benson
et al., 2003). El 80% de los casos de DNS en nifios se presenta cuando existe historia
previa de cirugia cardiaca, debida a una malformacion cardiaca congénita (Benson et al.,
2003). Sin embargo, también puede presentarse sin que exista una causa aparente

(Nordenberg et al. 1976; Ward et al. 1984; Choudhury ef al., 2015).

La DNS puede ocurrir como un desorden genético en familias o en casos esporadicos (i.e.
s6lo un individuo en la familia se encuentra afectado). Generalmente, tratindose de
enfermedades genéticas estos individuos son diagnosticadas en la primera década de la
vida (Ishikawa et al., 2017). A la fecha, se ha reportado casos familiares de DNS con
herencia autosdmica dominante (de penetrancia variable) y casos con un patron de herencia
recesiva (Bharati et al., 1992; Ector & Hauwaert, 1980; Radford & Izukawa, 1975; Scott et
al., 1976). Aunque varios estudios han mostrado que las mutaciones en SCN54 y HCN4
explican buena parte (30% y 5%, respectivamente) de los casos familiares o esporadicos de
DNS de inicio temprano, son pocos los estudios que han llevado a cabo el escrutinio de
todos los genes que participan en la funcién normal o patoldgica del NS (Celestino-Soper
et al., 2015; Ichikawa et al., 2016; Ishikawa et al., 2017); aunque debe decirse que la
contribucion relativa de las corrientes ionicas en el NS es aun materia de debate y los
mecanismos que contribuyen a su disfuncion no estan totalmente entendidos (Morris &
Kalman, 2014). Sin embargo, ya que la DNS se asocia con distintas taquiarritmias
auriculares, en particular la fibrilacién auricular (FA), numerosas publicaciones se han
centrado en el estudio de la base genética de la DNS en en el contexto de la FA y de la
remodelacion eléctrica (Karst et al., 2008; Choudhury et al., 2015; Bartos et al., 2015)
(Tabla 1.10).
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Tabla 1.10 Genética de la disfuncion del
nodo sinusal relacionada con FA

Frecuencia de

Gen Locus Proteina
casos
Subunidad del canal de sodio .
SCN54 3p22.2 cardiaco (Nav1.5) Desconocida
HCN4* 15q24.1 HCN4 Desconocida

Subunidad « del canal de potasio

KCNQI 11p15.5 Desconocida

(Kv7.1)
ANK2* 4q25-q26 Ankirina B Desconocida
6q22.31/ . .
*

Cx43/45 17q21.31 conexinas Desconocida
RYR2* 1q42.1-g43 Resceptor de rianodina cardiaco Desconocida
CASQ2 1p13.3-pll Calsecuestrina Desconocida
EMD* Xq28 Emerina Desconocida

*La DNS esta causada por la pérdida de la funcion de la proteina

1.3 Diagnéstico genético-molecular de las CAs

El diagnostico clinico de las CAs puede llegar a ser una tarea complicada de realizar, ya
que muchos pacientes pueden tener un patrén electrocardiografico intermitente o limitrofe
y/o ser asintomaticos (Priori et al., 2015). Sin embargo, el analisis genético o diagnostico
molecular de un paciente puede confirmar la sospecha clinica de una CA; mientras que el
estudio de segregacion de una mutacion patogénica (o potencialmente patogénica) puede
identificar a familiares en riesgo de MS, y en algunos casos puede tener implicaciones para
dirigir su tratamiento (Tester & Ackerman, 2005; Priori et al., 2015). Por otro lado, la
analisis genético puede llevarse a cabo post-mortem en casos de MSI. La identificacion de
una mutacion causal de CA puede tener importantes implicaciones médico-legales, ya que
puede esclarecer la causa de la MSI en el ~30% de los casos que ocurren en poblacion
joven; ademas de mejorar el entendimiento de la muerte y el cierre del duelo en la familia

(Miles & Behr, 2016; Scheimberg, 2013).

1.3.1 Problemas para el diagnostico genético-molecular

El estudio genético-molecular de los pacientes requiere de la estrecha colaboracion entre

cardidlogos, genetistas clinicos y genetistas moleculares ya que las pruebas genéticas
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pueden ser dificiles de interpretar y tienen limitaciones (Hofman & Wilde, 2016;
Ackerman, 2015). Uno de los principales problemas en el diagndstico molecular es la
identificacion de variantes nuevas con un papel poco claro en la patogenicidad de la
enfermedad, ya que su efecto funcional es desconocido. La interpretacion funcional puede
complicarse aun mas si se trata de un polimorfismo raro (que estd previamente reportado
en controles en otras bases de datos) o son variantes localizadas en regiones de la proteina
cuya importancia funcional se desconoce. Por otro lado, la mayoria de las mutaciones
descritas para estas enfermedades son privadas, es decir, ocurren en una sola familia, y sus
consecuencias funcionales o fisiopatologicas pueden ser inciertas, de tal manera que se
describen como “variantes de significancia desconocida” (VUS, por sus siglas en inglés).
A la fecha, sélo una pequefia fraccion de todas las variantes identificadas en familias o
individuos con SQTL, SBr y TVPC han sido estudiadas funcionalmente, y una proporcion
ain menor ha sido estudiada en modelos animales o directamente en cardiomiocitos.
Aunque hay programas computacionales que predicen las consecuencias funcionales de las
mutaciones, a la fecha ninguno de estos métodos ha sido validado rigurosamente para darle
valor clinico. Asi, la falta de validacion bioldgica o funcional de los efectos de las
mutaciones sigue siendo la limitacion mas importante en la interpretacion de las CAs.
Cuando la estructura familiar es adecuada, los estudios familiares pueden ser de gran ayuda
en la identificacion de genes causales y genes modificadores, al analizar la co-segregacion
de variantes sospechosas con la enfermedad, aunque la penetrancia incompleta o la
expresion subclinica pueden complicar la interpretacion de un patron de segregacion en
una familia. Esto es particularmente complicado para las enfermedades con baja

penetrancia como el SBr (Probst et al., 2009).

Se ha mostrado que algunos polimorfismos pueden modular algunos rasgos
electrocardiograficos (e.g. duracion del intervalo QTc), asi como el efecto de otras
mutaciones patogénicas que causan CAs. Ademads, se sabe que algunos polimorfismos
pueden modular la respuesta a farmacos, por lo que la elucidacion del genotipo exacto
puede ser de gran utilidad en el entendimiento de la complejidad y heterogeneidad de las

CAs (Wijeyeratne & Behr, 2016; Campuzano et al., 2014).

De manera general, se estima que el 85% de las mutaciones que causan enfermedades

mendelianas se encuentran en regiones codificantes y que aproximadamente el 75% de
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estas mutaciones son puntuales y de sentido erroneo (Wang, Liu, Yang, & Gelernter,
2013). De acuerdo con ello, la primera estrategia para el estudio molecular de las CAs
puede ser la secuenciacion de los genes causales conocidos (i.e. secuenciacion sitio
dirigida). Con esta estrategia llegan a encontrarse mutaciones causales o probablemente
causales en un rango variable de los casos dependiendo de cada enfermedad: desde el 25%
de los casos en SBr hasta el 75-80% de los casos de SQTL. La SNG sitio dirigida
generalmente solo incluye regiones codificantes, y no puede detectar alteraciones

estructurales importantes (e.g. deleciones grandes y transversiones).

1.3.2 Clasificacion de patogenicidad de una variante

De manera general, y para cualquier enfermedad mendeliana, las mutaciones que generan
corrimiento del marco de lectura o grandes deleciones pueden considerarse patogénicas. En
cambio, la determinacién de la patogenicidad de las mutaciones de sentido erréneo (no
sinbnimas) es menos obvia. Sin embargo, se espera que tengan un efecto patogénico o
probablemente patogénico cuando cumple uno o més de los siguientes criterios (Hofman et

al. 2010):

1) Si estd ausente o tiene una frecuencia alélica baja en un numero significativo de
controles sanos de la poblacion general (MAF<0.01; consistente con la baja
prevalencia de la enfermedad). Existen diversas bases de datos de proyectos
poblacionales a gran escala para el estudio de la variacion rara y comun en la
poblacién general que pueden ser de utilidad (e.g. 1000 Genomas, ClinSeq, ExAC y

ESP); asi como bases que incluyen variantes patogénicas (e.g. ClinVar y HGMD).

2) La variante debe co-segregar con la enfermedad en la familia, es decir, que so6lo los
portadores de la mutacion presenten la enfermedad (i.e. el fenotipo empata con el

genotipo). Las variantes de novo estan fuertemente asociadas con patogenicidad.

3) Cambios en la polaridad y/o tamafio del aminoacido, asi como cambios en una
region conservada de la proteina sugiere que tiene una mayor probabilidad de
causar la enfermedad. Existen varios programas bioinformaticos que permiten
explorar el posible efecto funcional de una variante con base en estas caracteristicas

(e.g. Polyphen Harvard, SIFT, Mutation Tester).
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4) Los ensayos funcionales o modelos animales de la variante genética pueden ayudar
a establecer el efecto funcional de la variante sobre la proteina. Si bien, ningun
modelo in vitro o animal recapitulan fielmente la fisiologia en seres humanos y las
limitaciones econdémicas y tecnoldgicas muchas veces hacen prohibitivo el
desarrollo de un modelo celular y particularmente animal para cada variante
genética, los resultados positivos en este tipo de sistemas constituyen un importante

hallazgo que respalda la patogenicidad de una variante.

De acuerdo con lo anterior, para el caso especifico de las canalopatias, Campuzano et al.
(2015b) han propuesto un sistema de puntuacién numérica para clasificar una variante
como: 1) patogénica, 2) probablemente patogénica, 3) de significado clinico
desconocido/indefinido (VUS; del inglés Variant with Unknow/Undefined Significance), 4)
probablemente benigna o 5) benigna, con base en la informacion disponible sobre la
misma, considerando la funcion del gen y/o proteina en la que se encuentra; su efecto sobre
la funcién de la proteina de acuerdo a predicciones in silico, y estudios in vitro e in vivo; la
segregacion de la mutacion en la familia; y la omformacion clinica que existe disponible

sobre la variante (Tabla 1.9).

Tabla 1.9 Clasificacion de patogenicidad de variantes
genéticas asociadas con canalopatias arritmogénicas de Campuzano et al. (2015b)

Criterio Variacion genética Puntuacion
Comprobacion o Identificada en un gen relacionado con la enfermedad 3 puntos
clinica o [dentificada en un gen nuevo 2 puntos

® Reportada como patogénica en bases de datos internacionales
(minimo dos estudios independientes)

® Reportada como patogénica en bases de datos internacionales 3 puntos
(previamente reportada como patogénica en un solo estudio)

Bases de 2 puntos
e No reportada previamente en estudios poblacionales (variante
datos . . : 1 punto
nueva en un gen ligado claramente a una via funcional en
desordenes eléctricos cardiacos) 1 punto
® Reportadas en estudios poblacionales con una frecuencia del
alelo menor (MAF) < 0.01
e > 5 familiares afectados, en > 3 generaciones 3 puntos
Segregacion o < 4 familiares afectados, en > 3 generaciones 2 puntos
familiar ® Presente inicamente en el caso indice 1 punto
e Mutacion de novo 2 puntos
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Estudios o Resultado positivo 2 puntos
in vitro o Resultado negativo 0 puntos
Estudios e Resultado positivo 2 puntos
in vivo o Resultado negativo 0 puntos
o Resultado positivo en >4 bases de datos diferentes 2 puntos
Programas de

prediccion in ® Resultado positivo en < 4 bases de datos diferentes 1 puntos

silico . . . .
e Resultado negativo o no disponible en bases de datos diferentes 0 puntos

Actualmente, la compleja correlacion entre el genotipo y el fenotipo de las CAs es materia
de amplia investigacion. Por un lado, para mejorar el rendimiento de las pruebas genéticas
es prioridad identificar nuevos genes causales. Dada la enorme variacidon genética, y la
poca representacion de poblaciones latinas en este tipo de estudios, es necesario describir
el espectro de mutaciones, e investigar entender si algunos polimorfismos en genes de CAs
pueden tener un papel modificador del cuadro clinico. Por otro lado, es necesario entender

mas sobre la fisiopatologia de las CAs, los mecanismos que disparan las arritmias, y las

implicaciones farmacogenémicas que podria tener el diagndstico molecular.
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II. JUSTIFICACION

La muerte subita cardiaca (MSC) es una de las principales causas de muerte en adultos
jovenes y nifios alrededor del mundo, siendo las canalopatias arritmogénicas (CAs) una de
las causas mas frecuentes. Diversos estudios han mostrado que hasta un 30% de los casos
de muerte subita inexplicada (MSI) pudieran deberse a CAs. Aunque en las tultimas
décadas se ha descrito una gran lista de genes implicados en estas enfermedades, en una
proporcidon importante de pacientes con fenotipo claro no se identifican mutaciones en
genes conocidos. Esto sugiere que podrian existir nuevos genes y/o nuevos mecanismos
implicados en las CAs. Aunque existen reportes aislados de mutaciones en pacientes
mexicanos con canalopatias arritmogénicas, el espectro de mutaciones en nuestra
poblaciéon no se ha descrito. La identificacion de genes nuevos y nuevas mutaciones
causales podria contribuir al entendimiento de la fisiopatologia de estas enfermedades y ser

de utilidad en el diagndstico y tratamiento oportuno de los pacientes.
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III. HIPOTESIS

El espectro de mutaciones causales de CAs en la poblacion mexicana podria ser diferente
al reportado en otras poblaciones. La secuenciacion del exoma y/o del genoma completo
puede identificar genes causales nuevos en ciertas familias. El estudio funcional de algunas
mutaciones contribuird al entendimiento de los mecanismos fisiopatologicos en algunas

CAs.
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IV. OBJETIVO

Describir el espectro de mutaciones patogénicas y potencialmente patogénicas, y encontrar
nuevos genes causales de canalopatias arritmogénicas mediante secuenciacion de nueva

generacion en pacientes mexicanos.

4.1 Objetivos particulares

* Describir el espectro de mutaciones en genes previamente reportados e identificar nuevos

genes causales de CAs.
* Determinar la importancia de la variacion comun en los genes causales de CAs.

* Realizar estudios funcionales e in silico en algunas mutaciones, para contribuir a un

mejor entendimiento de la fisiopatologia de las CAs.
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V. METODOLOGIA
5.1 Poblacion de estudio

Este proyecto fue aprobado por los Comités de Etica del Instituto Nacional de Medicina
Genomica (INMEGEN) y del Instituto Nacional de Cardiologia ‘Ignacio Chavez’
(INCICH) en la Ciudad de México. Se incluyeron todos aquéllos pacientes de ambos sexos
con diagndstico clinico de canalopatia arritmogénica (CA) reclutados entre Junio de 2012 y
Diciembre de 2016; asi como un caso de probable CA. Los pacientes fueron referidos del
INCICH vy otras instituciones de salud; o a través de la consulta privada de diferentes
médicos cardidlogos de México. Los datos clinicos de pacientes y de los familiares de
primer grado que aceptaron participar en el estudio se obtuvieron del expediente médico o
a partir de estudios de gabinete. El registro de antecedentes heredofamiliares se llevd a
cabo mediante entrevista directa. Durante la entrevista también se generé6 un darbol
genealogico y se tomo una muestra de sangre periférica para extraccion de ADN. La Tabla
5.1 muestra los criterios de inclusion, exclusion y eliminaciéon para la captacion de

pacientes en este proyecto.

Tabla 5.1 Criterios de inclusion exclusion y
eliminacion para la captacion de pacientes

Criterios Criterios Criterios
de inclusion de exclusion de eliminacion

e Contar con diagnostico clinicoo e Tener alteraciones estructurales del =~ e Presentar en el transcurso del

sospecha de CA. musculo cardiaco o diagndstico de estudio evidencia de alteraciones
e Aceptar participar en el estudio enfermedad cardiaca atribuible a una estructurales del musuclo
e Contar con la firma del miocardiopatia congénita o heredada. cardiaco.

responsable en el documento de e No aceptar participar en el estudio e Deseo del paciente de retirarse del

consentimiento informado e No contar con la firma del estudio

responsable en el documento de
consentimiento informado

5.2 Extraccion de DNA gen6mico

El DNA genomico se extrajo a partir de leucocitos en sangre total en EDTA en todos los
casos de CA o probable CA. En cambio, el DNA de un caso de MSI infanti fue extraido a
partir células de cordon umbilical almacenadas desde el nacimiento en un banco de células
madre. En todos los casos la extraccion se hizo con el kit Midi Blood de QIAGEN. La

integridad del DNA extraido se observd mediante electroforesis en gel de agarosa 1.0%,
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tefiido con bromuro de etidio [0.5 ug/ulL], en amortiguador TBE 1X (Tris base 0.089 M;
acido borico 0.089 M; EDTA, 0.002 M, pH 8.0); y cuantificado por espectrofotometria en
Qubit o Nanodrop.

5.3 Secuenciacion de Nueva Generacion (SNG)

En genral, el abordaje inicial para el estudio genético de los casos indice fue la
secuenciacion de nueva generacion (SNQG) sitio-dirigida. Sin embargo, para los casos
previamente no resueltos mediante DHPLC, la primera estrategia de analisis genético fue
la secuenciacion de exoma o genoma completo (Figura 5.1). Por otro lado, el primer

abordaje de analisis genético en un caso de MSI fue la SNG sitio-dirigida.

Individuos
de estudio A
Nunca antes Previamente
estudiados estudiados con
genéticamente DHPLC
|
Resultado
v y negativo
SNG sitio dirigida l
Estrategia de (a cardiogenes)
secuenciacion — Secuenciacién de
N P genoma/exoma
b completo
a
A 4
Deteccién de variantes raras
patogénicas, probablemente Resultado
patogénicas o VUS segln negativo
Analisis Campuzano et al. (2015b)
informatico l

Deteccién de polimorfismos
raros y/o comunes
asociados a CAs

Figura 5.1 Estrategias de secuenciacion de nueva generacion para la identificacion de variantes patogénicas
que causan MSC.
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5.3.1 SNG sitio-dirigida

La SNG sitio dirigida se llevo a cabo empleando 3 kits de enriquecimiento en 3 etapas
distintas (Anexo III): Inicialmente se utiliz6é un panel AmpliSeq de Applied Biosystems®,
disefiado para secuenciar los exones y la region intronica flanqueante de 19 cardiogenes
causales de CAs. Mas adelante, se utilizd otro panel por disefio Haloplex de Agilent
Technologies®, que incluyd 83 cardiogenes causales de CAs y miocardiopatias (MCs).
Finalmente, se empled un kit comercial de secuenciacion TruSight Cardio® de Illumina
que permitio secuenciar la region exonica e intronica flanqueante de 174 genes implicados
en diferentes condiciones cardiacas hereditarias (www.illumina.com). El proceso de SNG
se realizd en un secuenciador Ion Torrent PGM ® para secuenciar muestras enriquecidas
con kit Ton Ampliseq, o en un secuenciador Mi-Seq® (Illumina) para secuenciar muestras

enriquecidas con kit Haloplex o TruSight Cardio.

5.3.2 Secuenciacion de exoma completo y genoma completo

La secuenciacion de exoma completo se realizd en la Unidad de Secuenciacion e
Identificacion de Polimorfismos del INMEGEN, empleando el kit SureSelect Human All
Exon V4® (No. Cat. 5190-4636) de Agilent o el kit TruSight Exome® (No. Cat. FC-150-
1001/4) de Illumina para el enriquecimiento de las muestras. El proceso de secuenciacion
se realizo en un secuenciador Mi-Seq o Hi-Seq (Illumina). La secuenciacion del genoma
completo fue llevada a cabo por la compainia Complete Genomics (Mountain View,

California, USA) empleando secuenciacion con nanobolas de DNA (Porreca, 2010).

5.3.3 Procesamiento de datos obtenidos por SNG

Los datos crudos del proceso de secuenciacion de nueva generacion (SNG) se obtuvieron
en formato FastQ-Sanger, un formato de texto disefiado para el almacenamiento de
secuencias bioldgicas y su correspondiente puntuacion de calidad en escala de

probabilidades de error Phred (Cock ef al., 2010) (Figura 5.2; Tabla 5.1).
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/ Etiqueta de nombre

Secuencia\

K Base = T; Calidad (Q) = 25 K Puntaje de calidad (ASCII)

Figura 5.2 Formato FastQ. Se utiliza universalmente para representar bioinformaticamente datos de
secuenciacion. Consta de 4 lineas para cada lectura: la linea 1 comienza con un caracter '@' y es seguida por
el nombre/identificador asignado por el secuenciador a la lectura. La linea 2 es la lectura/secuencia cruda de
letras; la linea 3, que comienza con un ‘+’ y funciona como espaciador. Esta linea es opcional y puede incluir
nuevamente el nombre y/o un comentario; y la linea 4 que codifica los valores de calidad (en escala Phred
codificada en formato ASCII) de la secuencia en la linea 2. Debe contener el mismo nimero de simbolos de
la linea 2 (Cock et al., 2010).

Tabla 5.2 Escala de probabilidades de error Phred

( Cag dad Probabilidad de Precision de la
Phred) * deteccion erronea deteccion
10 lenl0 90%
20 1 en 100 99%
30 1 en 1,000 99.9%
40 1 en 10,000 99.99%
50 1 en 100,000 99.999%

*La calidad en escala Phred esta vinculada a la probabilidad de que el secuenciador haya nombrado
incorrectamente una base. Puede expresarse como la funcion logaritmica: Q = -10 logP, donde Q es el
puntaje de calidad de Phred y P la probabilidad de que una base haya sido nombrada incorrectamente. Esta
utltima es calculada mediante la determinacion de la forma del pico de fluorescencia y su resolucion (Ewing
& Green, 1998; Ewing et al., 1998).

Reporte de calidad

Los reportes graficos y estadisticos de calidad de los datos de secuenciacion se obtuvieron
desde los datos crudos en formato FastQ-Sanger con el software FastQC (Babraham
Bioinformatics, Reino Unido) (Andrews et al. 2010). Los datos con un valor Phred > 30
que se encontraron en ambas hebras del DNA (i.e. sin sesgo de hebra) y en mas de 10
lecturas (i.e. profundidad > 10X) se consideraron de calidad confiable y fueron empleadas

para el andlisis de datos.
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Procesamiento de datos

Los datos crudos en formato FastQ-Sanger fueron procesados a través de una pila de pasos
(i.e. pipeline bioinformatico) en 2 etapas: 1) el alineamiento de las lecturas respecto a un
genoma de referencia (en todos los casos hgl9, GRCh37); y 2) la deteccion de variantes

(Figura 5.3).

Datos crudos II FastQ I—l FastQC I
Ali i

ineamiento sobregn I_BWA_I
genoma de referencia

y

-
Deteccién de variantes I Free Bayes I I Base Space l
A
Afinamiento del Realineacion
procesode la entornoa
deteccién de variantes INDELs

Seleccidén de variantes

potencialmente

causales Lista de
variantes
candidatas

Figura 5.3 Pipeline o tuberia informatica para el analisis de datos genomicos obtenidos con diferentes
tecnologias y plataformas de SNG.

El alineamiento se realizd con el paquete BWA Enrichment v2.1.0 (Li & Durbin, 2010)
usando los parametros por defecto a través de paquete BaseSpace de Illumina o
directamente en un pipeline bioinforméatico generado ex professo. Como resultado del
alineamiento se obtuvo un archivo SAM (Sequence Alignment/Map)". La recalibracion de
la calidad de bases, el realineamiento en torno a inserciones/deleciones (InDels), la

eliminacion de de duplicados y la deteccion de SNPs, SNVs e InDels se llevo a cabo con el

! Los archivos SAM tienen un formato de texto universal para el almacenamiento de lecturas secuenciadas
alineadas respecto a un genoma o secuencia de referencia. Los archivos con este formato especifican la
ubicacidn de cada lectura respecto a la referencia, asi como la probabilidad de error en dicha asignacion (Li
et al., 2009).
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programa de codigo abierto Genome Analysis Toolkit (GATK) version 3-8-0,
(software.broadinstitute.org) (DePristo et al., 2011; van der Werf et al., 2012).

Anotacion de variantes

La anotacion de variantes se realizo con los softwares ANNOVAR (Yang & Wang, 2015)
y/o Variant Effect Predictor (McLaren et al., 2016). Con estos programas se obtuvo la
siguiente informacion de cada variante: 1) el cambio de aminoacido y su posiciéon en la
proteina; 2) el posible efecto de la variante sobre la funcion de la proteina de acuerdo a
varios programas computacionales de prediccion, como PolyPhen Harvard 2.0 (Adzhubei
et al., 2010) y SIFT (Kumar et al., 2009) entre otros; 3) la frecuencia alélica en diferentes
poblaciones del mundo segun el proyecto Exome Aggregation Consortium (ExAC) (Lek et
al., 2016), 1000 Genomes (Consortium, 2010) y NHLBI GO Exome Sequencing Project
(ESP) (Fu et al., 2013); y 4) datos clinicos reportados por ClinVar.

Visualizacion de datos

La visualizacion de los datos de SNG fue uno de los pasos finales en el procesamiento de
los datos (Figura 5.4). Se llevd a cabo con el Visualizador Gendémico Integrativo (IGV,
por sus siglas en inglés), un programa en linea libre que permite ver datos de manera local

en la computadora (Thorvaldsdottir et al., 2013).

LS o i e Pl B R I BT T o BN N R L R R

i

Figura 5.4 Visualizaciéon con el IGV. Se muestra la posicion 237942026 en el cromosoma 1, donde se
localiza la mutacion sin sentido RYR2-p.G3946S (c.11836G>A) identificada en uno de los casos con TVPC.
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Seleccion de variantes patogénicas
Se consideraron variantes causales o potencialmente causales de CAs a aquellas:

1. Variantes previamente reportadas como patogénicas o como causales de la CA que

padeec el portador de la variante.

2. Variantes no reportadas como causales, pero encontradas en genes que se sabe son
causales de la CA que padece el paciente y que contara con las siguientes

caracteristicas:

a) Que interrumpieran o alteraran el marco de lectura abierto (i.e. mutaciones de
sentido erroneo, sin sentido, InDels o que cambian el marco de lectura) o que se

localizaran en un sitio aceptor o donador de splicing.

b) Para el caso de las mutaciones de sentido erréoneo se tomaron en cuenta solo
aquellas que tuvieran una prediccion funcional dafiina o deletérea en > 4

programas computacionales.

¢) Que fueran nuevas (no reportadas) o raras (frecuencia del alelo menor < 0.1 de
acuerdo con la base ExAc Browser, 1000 Genomes Browser o del proyecto

ESP.
Para el analisis de datos, también se tomaron en cuenta:

1. Variantes con las caracteristicas descritas previamente, pero localizados en genes

causales de otras CAs y/o miocardiopatias arritmogénicas (MCPs).

2. Polimorfismos raros (MAF 0.1 > 0.5) y comunes (0.5 > 1.0) en genes causales de
CAs o MCPs encontrados con mayor frecuencia en la poblacion latina de ExAC

Browser.

5.4 Analisis de ancestria global y local de la mutacion KCNH2-p.T613M

El origen ancestral de la mutacion KCNH2-p.T613M se llevé a cabo analizando los
genotipos de 3 individuos: 1) el caso SOQTL-11, 2) su hijo (portador de la mutacion) y 3) el
padre de su hijo (no portador de la mutacion). El trio fue genotipificado mediante el

microarreglo SNP 6.0 de la plataforma de Affymetrix (que permite identificar 898,723
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SNPs). Los controles de calidad pertinentes incluyeron la eliminacion de SNPs con las
siguientes caracteristicas: 1) genotipos ausentes en >10% de los casos (call rate > 90%), 2)
inconsistencias mendelianas en la familia y 3) en desequiilbrio de Hardy-Weinberg (p <
0.01). El nimero de polimorfismos final con los que se realizd el analisis fue 470,614.
Posteriormente, se realizo el andlisis de la relacion parental con la prueba de ‘identidad por
descendencia’ (IBD pos sus siglas en inglés), ademés del andlisis de escalamiento
multidimensional (scaling multidimensional analysis) con el programa PLINK (Purcell et
al., 2007). Posteriormente, se realizd6 un analisis de ancestria global con el programa
ADMIXTURE (Alexander et al., 2009), tomando como poblaciones de referencia a los
individuos CEU y YRI del proyecto de HapMap, asi como 4 poblaciones de referencia
indigneas (Romero-Hidalgo ef al., 2017).

La estimacion de la ancestria local para el cromosoma 7 fue realizada con el programa
PCAdmix (Brisbin et al., 2012), utilizando como poblaciones de referencia 50 individuos
de origen europeo, 50 de origen africano (CEU y YRI, respectivamente) pertenecientes al
proyecto del HapMap, ademas de 50 individuos pertenecientes a poblaciones nativas
mexicanas. Debido a que en el analisis de ancestria local se identificd que el fragmento que
contiene la mutacion es de origen indigena, se decidi6 evaluar la estructura poblacional de
la region con el programa STRUCTURE (Pritchard ef al., 2000), para lo cual se abrid un
intervalo de 1Mb (posicion fisica en el cromosoma 7: 149,763,766-151,666,018) que
engloba a la region de interés y que contiene 382 SNPs. Para la realizacion de esta prueba
se utiliz6 como referencia la informacion de 295 individuos pertenecientes a 4 poblaciones
indigenas, cuyo genoma presenta al menos 80% de componente indigena (88 mayas; 102

nahuas; 55 totonacos y 50 zapotecas). Los resultados fueron graficados con el programa R.

5.5 Transfeccion de células HEK-293

Las construcciones pcDNA3-SCN54, pcDNA3-SCN5A-p. T1708N, pcDNA3-SCN5A4-
p.-H558R y pcDNA3-SCN54-p. T1708N-H558R fueron donadas por el Dr. Jonathan
Makelski de la Universidad de Wisconsin, EUA. La transfeccion transitoria de cada
plasmido se realiz6 en células HEK-293 con reactivo X-Treme GENE HP de Sigma-
Aldrich®. Para ello, el ADN plasmidico (100ng/uL), el reactivo X-treme Gene HP y el
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diluyente Opti:MEM se adicionaron a un tubo estéril en una relacion 1:3:100, preparando
100 uL de mezcla por cada caja de Petri de 60 mm. La mezcla de transfeccion se adiciond
por goteo a las células. Posteriormente, las cajas que contienen las células se agitaron
suavemente para asegurar que la mezcla de transfeccion se distribuyera uniformemente.
Las células se incubaron a 37°C, CO; al 5% por 24-48 horas antes de realizar los

experimentos de patch clamp.

5.5.1 Registro de las corrientes idnicas

El registro de las corrientes idnicas se realizd a temperatura ambiente (23-25 °C) usando la
técnica de fijacion de voltaje en su configuracion de célula completa. Las micropipetas de
registro fueron fabricadas a partir de capilares de vidrio de borosilicato (TW120-3; WPI)
con un estirador horizontal (P-87, Sutter Instrument Co. Novato, California) y se pulieron
empleando una microforja (MF-83, Narishige, Tokio, Japon). Para los experimentos se
utilizaron sélo aquellas micropipetas con una resistencia eléctrica entre 1.0 y 2.0 MQ, una

vez llenas con solucidn interna e inmersas en la solucidon externa de registro.

Las corrientes 16nicas se registraron empleando un amplificador Multiclamp-700B
(Molecular Devices). La generacion de pulsos y la adquisicion de datos fueron controlados
por el programa pClamp 10.5 (Molecular Devices), usando un sistema de adquisicion de
datos de 16 bits (Digidata 1550A, Molecular Devices). Las sefiales fueron digitalizadas a
100 kHz y filtradas a 5 kHz. La resistencia en serie se compensoé electronicamente al 80%.
Se rechazaron los experimentos en los cuales el error en el voltaje excedié los 5 mV, tras
haber compensado la resistencia en serie. Las células se perfundieron continuamente con
solucion de bafio (extracelular) que contenia NaCl [140 mM], KCI [4 mM], CaCl, [1.8
mM], MgCl, [0.75 mM] y HEPES [5 mM] (pH 7.4 fijado con NaOH). La solucion de la
pipeta (intracelular) contenia CsF [120 mM], CsC12 [20 mM], EGTA [5 mM] y HEPES [5
mM] (pH 7.4 fijado con CsOH).
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Protocolos de registro

Para estudiar la activacion de la corriente de sodio pico (INap) se empled un protocolo de
pulsos crecientes despolarizantes de 24 ms, con incrementos de 10 mV en cada paso,

partiendo de un potencial de sostenimiento de -140mV (Figura 5.5).

24 ms

+60 mV

-140 mV

Figura 5.5 Protocolo de activacion de la INa.

La inactivacion del estado estacionario de la INa se estudié utilizando un protocolo que
consistié en un pulso fijo de 24 ms a 0 mV, precedido de una serie de pulsos crecientes
despolarizantes que fueron desde -150 a 0 mV con incrementos de 10 mV, a un potencial

de sostenimiento de -140 mV (Figura 5.6).

1seg 24 ms

0omV

-140 mV e
-150 mV

Figura 5.6 Protocolo para estudiar la inactivacion del estado estacionario de la INa.

La recuperacion de la inactivacion fue evaluada empleando un protocolo de dos pulsos
fijos despolarizantes de 24 ms a 0 mV con intervalo de tiempo variable (Figura 5.7).

0mV

-140 mV 0.1-2000 ms

Figura 5.7 Protocolo para estudiar la recuperacion de la inactivacion de la INa.

La corriente tardia se estudi6 utilizando un protocolo a 0 mV con una duracion de 250 ms.
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Analisis de datos

Las corrientes registradas se analizaron empleando los programas pClamp (Molecular
Devices) y Origin (Microcal Software). La capacitancia de membrana (Cy) y la resistencia
de acceso (Ra) fueron obtenidas en linea mediante las herramientas de pClamp. Las
diferencias estadisticas se calcularon empleando una prueba ANOVA de una via, con un
valor de significancia p < 0.05. Los datos estan representados como la media + error

estandar de la media (ESM).

Para calcular la conductancia i6nica de cuerda (G) se utilizo la siguiente ecuacion:

donde Iy, es el valor de la corriente de Na (Ina) @ un paso de voltaje dado (Viest); Viest — Ena
es la fuerza de conduccion para el i6n de sodio, por ultimo, En. es el potencial de equilibrio

para sodio.

Se calcularon las conductancias normalizadas y se graficaron en funcion del voltaje,

ajustando los puntos a una funcion de Boltzmann de la siguiente forma:

Gy 1

max k {V“"ﬂ_vifzjl
l1+e

donde Gnux es la conductancia maxima, V1, es el valor de potencial al cual ocurre el 50%

de la conductancia, y k es la pendiente de la curva.

La tau de recuperacion de la inactivacion fue obtenida mediante un ajuste exponencial a la
grafica de la amplitud de la corriente normalizada del segundo pulso contra la duracion del

intervalo de tiempo correspondiente.

46



5.6 Canal recombinante RyR2-p.R2920Q murino

La generacion del canal murino recombinante mRyR2-p.R2920Q se llevd a cabo en 3

procesos principales: 1) mutagénesis dirigida, 2) clonacion y 3) amplificacion.

1) Mutagénesis dirigida

El gen RYR2 murino (mRYR2) con la mutacion p.R2920Q (c.8759G>A) se genero
mediante mutagénesis dirigida con el método por sobrelape descrito por Hu et al. (Ho et

al., 1989), empleando los 4 oligonucle6tidos en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3 Oligonucleodtidos para mutagenésis dirigida de mRYR2-R2920Q

Clave Oligonucleétido Secuencia 5’ --> 3’ m
A’ Forward ACTAAGTGCTACAGACATGGCCTTG 57.7°C
A” Reverso TAGGCAAATTGCTTCTCAATCGAAG 54.4°C
B’ Forward TTGAGAAGCAATTTGCCTATAG 58.4°C
B’ Reverso CCTTCTCTTTGTTGGATGCATGTCC 57.7°C

La Reaccion A y la Reaccion B se prepararon independientemente siguiendo la mezcla de
reaccion descrita en la Tabla 5.4 y los pardmetros descritos en la Tabla 5.5 para obtener 2
fragmentos de 1,252 pb y 1,811 pb, respectivamente. El volumen resultante de cada
reaccion fue separado mediante electroforesis en gel de agarosa TAE-1%, a 120 V durante
45 minutos. Las dos bandas resueltas fueron extraidas de manera independiente con kit

para MiniElute (QIAGEN, No. Cat 28604).

Tabla 5.4 Mezcla para la Reaccion A y Reaccion B
mutagenésis dirigida de mRYR2-R2920Q

Reactivo Volumen
10x Buffer para polimerasa Pfu 10 pl
10 uM dNTPs (25mM) 2ul
10 uM Primer forward Sul
10 uM Primer reverse Sul
pCDNA3-mRyR2 (0.33ng/ul) 1l

ADN Polimerasa de alta fidelidad

Phusion® (NEB # de catalogo: M0530S) Iuk
Agua libre de DNasa/RNasa 76 ul
Volumen final 100 pL
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Tabla 5.5 Parametros de PCR para la Reaccion A y Reaccion B
de PCR mutagenésis dirigida de mRYR2-R2920Q)

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 30 segundos
95°C 30 segundos
50°C 30 segundos 34 ciclos
72°C 1 minutos 20 segundos
72°C 5 minutos
4°C 00

Los productos purificados de la Reaccion A y Reaccion B se combinaron para su
reamplificacion en la Reaccion C a partir de la mezcla de reaccion mostrada en la Tabla
5.6 y bajo los pardmetros descritos en la Tabla 5.7. 12 pL de la reaccion final fueron
separados mediante en electroforesis (en un gel de agarosa TAE1%, a 160 V durante 30
minutos) para confirmar la existencia de una banda de 1,146 pb. Los 88 pL restantes se
purificaron con kit MiniElute (QIAGEN, No. Cat 28604), eluyendo el DNA resultante en
agua libre de ADNasas/ARNasas.

Tabla 5.6 Mezcla de la Reaccion C de PCR
de mutagenésis dirigida de mRYR2-R2920Q

Reactivo Cantidad
Buffer para polimerasa Pfu [10X] 10 pl
10 uM dNTPs (25mM) 2 ul
10 uM Primer forward Sul
10 uM Primer reverse Sul
Producto amplificado 1A 13
Producto amplificado 1B 13
pCDNA3-mRyR2 (0.33ng/pl) 1l

ADN Polimerasa de alta fidelidad

Phusion® (NEB # de catdlogo: M0530S) Iuk
Agua libre de DNasa/RNasa S51ul
Volumen final 100 pl

Tabla 5.7 Pardmetros para Reaccion C de
mutagenésis dirigida de mRYR2-R2920Q

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 30 seg
95°C 30 seg
50°C 30 seg 34 ciclos
72°C 1 min 20 seg
72°C 5 min
4°C 00
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2) Clonacion de la mutacion mRyR-p.p2920Q

El producto purificado de la Reaccion C (1,146 pb) fue digerido con las enzimas Nhel y
BsWI. De forma independiente, se digiri6 un cassette (11.8Kb) con la mitad del gen
mRYR2 (1-8,864 pb) en el plasmido pBlueScript-SKII (pBS-mRYR2; 3Kb. Ambas

digestiones se llevaron a cabo de acuerdo con la mezcla descrita en la Tabla 5.8.

Tabla 5.8 Mezcla de digestion con EcoRV

Reactivo pBS-Nhel-BsWI  Producto

10x Buffer 3 (NEB) Sul S5ul
Albuimina de Suero bovino (BSA), 5l sl
NEB (Cat. No. B9000S) K K
EcoRV (NEB, Cat. No. R0195) 2 ul 2 ul

BS-Nhel-BsWI (5ug/pl)

o producto de pCR 8 ul 10 ul

Agua libre de DNasa/RNasa 30 ul 28 ul

Volumen final 30 ul 28 ul

*La reaccion se llevo a cabo a 37°C en bafio de agua durante 2 horas.

Los productos de la digestion fueron purificados con kit QIAEX II (QIAGEN Cat. No
20021) y empleados para una segunda digestiéon con la enzima Hpal (Tabla 5.9). Los
productos fueron separados mediante electroforesis (en gel de agarosa TAE-1% por 45
minutos a 120 volts). Las bandas de 1Kb (producto de PCR digerido, denominada inserto;
y pordion liberada del pBS-Nhel-BsWI) y la banda de 10.8Kb, (pBS-mRYR digerido;
denominado vector) fueron visualizadas con un transiluminador de luz azul Safe
Imager™2.0 (Thermo-Fisher No. Cat. G6600) para evitar dafiar el DNA. El DNA
contenido en las bandas del gel fue extraido con kit QIAEX-II.

Tabla 5.9 Mezcla de digestion con Hpal

Reactivo pBS-Nhel-BsWI  Producto
10x Buffer CutSmart (NEB) 3ul 3ul
Hpal (NEB Cat. No. R0105) 2 ul 2ul

Fosfatasa alcalina, intestino de ternera 0.4 ul i
(NEB Cat. No. M0290) T
pBS-Nhel-BsWI o producto de PCR
digerido con EcoRV 20l 20 ul
Agua libre de DNasa/RNasa 4.6 ul 5.0 ul
Volumen final 30 ul 30 ul

* Ambas mezclas de digestion fueron incubadas en baiio a 37°c durante 2 horas.

49



El inserto y el vector fueron ligados con la mezcla para la Reaccion de Ligacion A (Tabla

5.10), para generar e cassette pBS-mRYR2-p.R2920Q con la mutacion p.R2920Q.

Tabla 5.10 Mezcla de
reaccion de ligacion A

Reactivo Volumen
Buffer de ligacion 10x 1.5l
ADN Ligasa T4 1.5l
Vector 4 ul
Inserto 4 ul
Volumen final 14 pl

*La reaccion se llevo a cabo a 16°C en bafio de agua durante toda la noche.

Para comprobar que la ligacion fuera exitosa el pldsmido pBS-mRYR2-p.R2920Q se digirid
con EcoRV y Hpal y se separé mediante electroforésis (gel de agarosa al 1%-TAE durante
45 minutos a 120 voltios) para confirmar el patron de bandas. La secuenciaciéon Sanger

confirmo la presencia de la mutacion p.R2920Q.

3) Proceso de amplificacion

Se tomaron 50ul de células de Escherichia coli (linea NEB® Stable Competent E. coli; No.
Cat. C3040) y se transformaron con 1.5 pl de pBS-mRYR2-p.R2920Q. La transformacion
se llevd a cabo por choque térmico: @) incubando la mezcla de células y el producto de
ligacion en hielo por 30 minutos; y b) posteriormente en bafio de agua a 42°C por
exactamente 45 segundos; ¢) y volviendo a incubar inmediatamente en hielo durante 2
minutos. Posteriormente d) se adiciond6 1 ml de medio SOC (Invitrogen, No. Cat.
15544034) a las células transformadas. e¢) Finalmente, las células se incubaron en agitacion
(250 rpm) a 25°C durante 90 minutos y fueron colectadas por centrifugacion a 10,000 rpm
por 30 segundos, desechando 900 pl del sobrenadante. Los 100 pl de células restantes

fueron esparcidos en cajas de agar con ampicilina.

Las colonias resultantes fueron inoculadas en medio LB (Luria-Bertani) adicionado con
ampicilina (concentracion final: 0.1mg/ml) e incubadas a 37°C toda la noche en rotacion
(250 rpm); y recuperadas por centrifugacion (15,000 rpm por 1 minuto). Los plasmidos
fueron extraidos con kit mini prep QIAGEN (No. Cat. 27104).
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Para confirmar que la ligacion fuera exitosa, el plasmido fue digerido con EcoRI y Hpal y
sometido a electroforesis (15 pl del producto de reaccion en gel de agarosa al 1%-TAE
durante 45 minutos a 120 voltios), confirmando el patron de bandas en un Transiluminador
de Luz Azul Imager 2.0™. Ademas, su analisis mediante secuenciacion Sanger permitid
confirmar la presencia de la mutacion RYR2-p.Q2920R (c.7398C>G) en el
pCDNAS/FRT/TO-mRYR?2.

Generacion del plasmido pCDNAS5/FRT/TO-mRYR2-p.R2920Q

El paso final de la mutagénesis implic la clonacion del fragmento pBS-mRYR2-p.R2920Q
(8KDb) en el plasmido pCDNAS/FRT/TO que contiene el mRYR2 completo (20.1Kb). Para
ello, el fragmento pBS-mRYR2-p.R2920Q y el pldsmido pCDNAS/FRT/TO-mRYR2
fueron digeridos con la enzima BsiWI, siguiendo la mezcla de digestion descrita en la
Tabla 5.11. Después del primer periodo de incubacion, se anadio 1.5 pl de Nhel (NEB
RO131) junto con 0.4 pl de fosfatasa alcalina.

Tabla 5.11 Mezcla de digestion con BsiWI y Nhel

Reacti Plasmidos
cactivo pBS-mRYR2-p.R2920Q  pCDNAS/FRT/TO-mRYR2
Buffer 2 (NEB) 10x 3ul 3ul
Albumina de suero bovino 3ul 3ul
BsiWI (NEB Cat. No. R0553) 1.5 1.5u
Nhel (NEB Cat. No. R0131) 1.5 pl* 1.5 pl*
Plasmido 11l 7l
Agua libre de DNasa/RNasa 9.6 ul 13.6 ul

*La reaccion se llevo a cabo a 55°C en bafio de agua durante 1 hora con la enzima BsiWI; y posteriormente a 37°C en
bafio de agua durante 2 hora.

Posteriormente, 30 pl de cada producto de digestion con BsiWI y Nhel se separaron
mediante electroforesis (en gel TAE de agarosa al 0.5%, durante 90 minutos a 120 voltios).
La banda de 8KB de pBS-mRYR2-p.R2920Q (inserto) y 12.1 Kb de pCDNAS/FRT/TO-
mRYR?2 digerido (vector) se visualizaron en un transiluminador de luz azul Safe Imager
2.0™ para evitar dafar el DNA y se extrajeron con kit QIAEX II, para ser ligados de
acuerdo a la mezcla para la Reaccion de Ligacion B descrita en la Tabla 5.12, para generar
PCDNAS/FRT/TO-mRYR2 con la mutacion p.R2920Q (denominado pCDNAS/FRT/TO-
mRYR2-p.R2920Q).
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Tabla 5.12 Mezcla de
Reaccion de Ligacion B

Reactivo Volumen
Buffer de ligacion 10x 1.5ul
ADN Ligasa T4 1.5ul
Vector 4 ul
Inserto 4 ul
Volumen final 14 pl

*La reaccion se llevo a cabo a 16°C en baiio de agua durante toda la noche.

Las células fueron trasnformadas como se describié anteriormente. Poseriormente, fueron
sembradas en placas de ampicilina durante 2 dias a 25°C. Tras este periodo de incubacion,
las colonias se recogieron e inocularon en 5 ml de caldo de cultivo LB (Luria-Bertani)
adicionado con ampicilina (concentracion final: 0.1 mg / ml) y fueron incubadas a 25°C
durante 2 dias en agitacion (250 rpm). La pastilla se recupero6 por centrifugacion a partir de
los 5 ml de cultivo, a 15.000 rpm durante un minuto. La extraccion del plasmido se llevo a

cabo utilizando el kit QIAGEN (Cat. No. 27104).

Confirmacion de pCDNAS/FRT/TO-mRYR2-p.R2920Q

Para confirmar que la ligacion fuera exitosa, el plasmido fue digerido con EcoRI, Xhol y
BamHI y sometido a electroforesis (15 pl del producto de reaccion en gel de agarosa al
1%-TAE durante 45 minutos a 120 voltios), confirmando el patron de bandas en un
Transiluminador de Luz Azul Imager 2.0™. Ademas, el analisis mediante secuenciacion
Sanger permitid confirmar la presencia de la mutacion RYR2-p.Q2920R (c.8759G>A) en el
pCDNAS/FRT/TO-mRYR?2.

5.6.1 Generacion de linea estable de células HEK inducibles para la expresion de

RyR2-Q2920R murino

Se utilizo el kit Flp-InT™MT-REx™ (Thermo Cat No. K6500-01) para generar la linea
estable HEK-RyR2-R2920Q. Las células HEK-Flp (Thermo No. Cat. R750-07) se
cultivaron en medio minimo Eagle con 0.1 mM de aminoacidos no esenciales, 4 mM de L-
glutamina, 100 unidades de penicilina/ml, 100 mg de estreptomicina/ml, 25 pg/ml de

hidrocloruro de ciprofloxacina, 4.5 g de glucosa/litro y suero fetal bovino al 10%.
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Posteriormente, fueron co-transfectadas con el reactivo FuGENE HD (Roche Diagnostics),
empleando el plasmido pcDNAS/FRT/TO (con mRyR2-wt o el cDNA de RyR2-R2920Q)
y el vector pOG44 (que codifica la recombinasa Flp) en una relacion 1:9 (e.g. 1.5 pg: 13.5
ug, por cada plato de cultivo de 100 mm). Las células trasnfectadas se mantuvieron en
medio selectivo (Thermo Cat. No. 10687010), que contenia 200 pug/ml de higromicina. Este
se cambio cada 3-4 dias, hasta alcanzar la cantidad deseada de células (aproximadamente
el dia 14). Las células resistentes a la higromicina se agruparon en un matraz de cultivo de
células (T75) y se cultivaron hasta que alcanzaran una confluencia del ~85%. Se almacen6

una alicuota a -80°C, mientras que otra se mantuvo en cultivo para ensayos subsecuentes.

Induccion de la linea estable de células HEK-p.R29200Q

Las células de la linea estable e inducible HEK-p.R2920Q fueron descongeladas en bafio
de agua a 37°C por 1 minuto y mantenidas en medio completo DMEM. Al alcanzar una
confluencia de 90%, las células fueron separadas con PBS y resuspendidas en DMEM para
un volumen total de 20 ml. 1 ml de la suspension celular + 9 ml de DMEM completo se
afladieron a platos de cultivo de tejido de 10 cm (20 platos en total). Para la expresion de
mRyR2-WT o mRyR2-R2920Q las células se incubaron 24-48 horas en medio inducible a
37°C, COz al 5% para la expresion de RyR2.

Solubilizacion de mRyR2-WT y mRyR2-R29200Q

Las células de la linea estable HEK-R2920Q inducible se solubilizaron con amortiguador
de lisis que contenia Tris 25 mM/Hepes 50 mM (pH 7.4), NaCl 137 mM, CHAPS al 1%,
fosfatidilcolina 0.5%, DTT 2.5 mM e inhibidores de la proteasa consistentes en 1 mM de
benzamidina, 2 pg/ml leupeptina, 2 pg/ml de pepstatina-A, 2 pg/ml de aprotinina 'y 0.5 mM
de PMSF. Las células fueron lisadas por sonicacion (3 veces durante 10 segundos, dejando
10 segundos entre cada pulso de sonicacion) e incubadas a 4°C durante en rotacion durante
1 hora. Posteriormente fueron centrifugadas a 15.000 g en microcentrifuga e incubadas a

4°C durante 15 minutos para eliminar el material no solubilizado.
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5.9 Western Blot de RyR2

La proteina solubilizada (50 pg) se resuspendié en amortiguador Laemmli y fue separada
mediante electroforesis SDS-PAGE en geles Criterion 4-20% de geles prefabricados (Bio-
rad, Upland, CA). Las proteinas resueltas con SDS-PAGE se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa a 25 V durante 16-18 h a 4°C. Posteriormente, las membranas se bloquearon
a temperatura ambiente y durante 1 hora, en PBS-T (en mmol/L, 3 KH2PO4, 10
Na2HPO4, 150NaCl, pH 7,2-7,4, 0,1% Tween 20) con leche desnatada en polvo al 5%.
Las membranas se incubaron durante 2 horas en PBS-T una mezcla de anticuerpos
monoclonales anti-RyR2 (dilucion 1: 2,000) o con anti-GAPDH monoclonal en raton
(dilucién 1: 10,000). Posteriormente, se lavaron 3 veces durante 10 min en PBS-T e
incubaron con un anticuerpo secundario de cabra anti-ratéon o anti-conejo (IgG) conjugado
a peroxidasa en PBS-T durante 40 min (Calbiochem, La Jolla, CA; 1: 20,000). Tras un del
lavado, las reacciones proteina-anticuerpo se detectaron mediante quimioluminiscencia
(Pierce Biotechnology Inc, Rockford, IL) y se formaron imagenes utilizando Gel Doc™
XR + System (Bio-rad, Upland, CA). Las densidades de proteina se midieron utilizando el

software de laboratorio de imagenes (Bio-Rad). Los puntos de datos fueron media = SEM.

5.10 Ensayo de unién a RyR2 [*H]

La unién de la molécula de [*H]-rianodina a los canales RyR2 se considera un indice
confiable para determinar su activacion, pues la [*H]-rianodina puede unirse inicamente
cuando RyR2 se encuentra el estado abierto inducido por Ca?’. De acuerdo con ello, el
ensayo de [*H]-rianodina se llevd a cabo sobre lisados celulares de acuerdo con el
protocolo descrito por (Loaiza et al., 2013). La mezcla de unién a RyR2 [*H] contenia 30
ul de lisado y una mezcla estandar: de KC1 200 mM, Tris 25 mM / Hepes 50 mM (pH 7,4),
MgATP 3 mM, EGTA 1 mM, [3H] y CaCl2 necesario para llevar la soluciéon a un pCa
entre 8 y 3. La relacion Ca*/EGTA se calculd usando Max-Chelator
(www.stanford.edu/~cpatton/maxc.html). La reaccion se incub6d durante 2.5 horas a 36°C y
se filtr6 con filtros de vidrio Whatman GF/B (Whatman, Clifton, NJ, EUA).
Posteriormente se prensé con polietilenimina al 1% y se lavo dos veces con 5 ml de agua

destilada, usando gel Brandel M24-R Cell Harvester (Gaithersburg, MD, EUA). La union
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no especifica se determind en presencia de 20 mm de rianodina no marcada

radioactivamente y se rest6 de cada muestra.

5.11 Modelo de la proteina KCNQ1 (Kv7.1)

La secuencia de Kv7.1 silvestre se descargd de UniprotKB (The UniProt Consortium,
2017) ID P51787, la cual es idéntica a la secuencia ENST00000155840 en Ensembl

Browser (www.ensembl.org/index.html; (Aken et al, 2016). Las estructuras de la

secuencia de aminodcidos se exploraron con ProSite (Sigrist et al., 2013). Las estructuras
homologas o parciales de Kv7.1 se obtuvieron en el Banco de Datos de Proteinas (i.e.
Protein Data Bank, PDB) (PDB ID: 3BJ4, 3HFE, 4V0C, 2A79, 2R9R, 4JTC) (Long et al.,
2004; Banerjee et al., 2005; Wiener et al., 2008; Xu & Minor, 2009; Sachyani et al., 2014).

BLAST (Altschul ef al., 1990) se usé para comparaciéon de secuencias y alineamiento.
GOR 1V (Garnier et al., 1996) se usé para la prediccion de estructura secundaria. Phyre2
(Kelley et al., 2015) se uso para el ‘enhebrado’de secuencias, para determinar homologia y
para la modelacion ab initio. Las alineaciones de secuencia iniciales se realizaron con
Clustal Omega (Sievers et al., 2011). Todas las demas tareas de modelacion, edicion
estructural y visualizacién se realizaron con el paquete Molecular Operating Environment
(MOE) (2013). El alineamiento fue ajustado con base en la estructura para favorecer la
ubicacion de inserciones/deleciones (InDel) en las asas externas. Cien estructuras iniciales
se construyeron al azar, seleccionando los segmentos de cadena principal compatibles y las
conformaciones de aminoacidos de las bibliotecas MOE, para modelar regiones InDel y
reemplazos de cadena lateral, respectivamente. La energia de los modelos iniciales se
minimizé en MOE utilizando el campo de fuerza CHARMM27, con una descripcion
dependiente de la distancia de la electrostatica (MacKerell et al., 2004). La minimizacion
se completd cuando el gradiente de energia promedio alcanzé 0.05 kcal/(mol-A). La mejor
estructura segun los parametros de plegado de MOE se refind ain mas hasta que el
gradiente de energia estuviera por debajo de 0.01 kcal/(mol-A). Todas las estructuras
fueron validadas y no se observaron inconsistencias estereoquimicas. Se construyeron
modelos detallados de la region transmembrana tetramérica (TM) para las seis

combinaciones posibles con mondémeros silvestre/A300T, usando la estructura PDB 2R9R
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como molde y construyendo cada monomero en presencia de los otros. Los efectos
estructurales de p.A300T se estimaron como la distancia cuadratica media (DCM) entre los
carbonos alfa silvestres (WT) y las estructuras mutantes. E1 Némo se utilizo para analisis
de movilidad estructural (Suhre & Sanejouand, 2004). La movilidad se estimo a partir de la
combinacion de los primeros 100 modos normales de vibracion con el mayor grado de
movimiento colectivo. Los factores individuales B o de temperatura de cada atomo en la
estructura se estimaron como B = (872/3)<R2>, donde <R*> representa el desplazamiento

atomico promedio desde su posicion inicial (Trueblood et al., 1996).
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VI. RESULTADOS
6.1 Poblacion de estudio

Entre junio de 2012 y diciembre de 2016 se captaron 51 pacientes mexicanos mestizos con
fenotipo (claro o probable) de CA, incluyendo: 29 pacientes con SQTL, 6 pacientes con
SBr, 13 pacientes DNS de inicio temprano (<35 afios), 2 pacientes con TVPC, y 1 caso con
taquicardia ventricular monomorfica catecolaminérgica (TVMC). De éstos, 42 fueron
captados en el Instituto Nacional de Cardiologia ‘Ignacio Chavez’ (INCICH), 6 en la
consulta privada de diferentes cardidlogos, 1 en el Hospital General Naval de Alta
Especialidad de la Ciudad de México, 1 en el Hospital Militar de Monterrey, Nuevo Leon,
y 1 en el Hospital General de PEMEX en Veracruz, México. Todos fueron referidos al
Laboratorio de Enfermedades Cardiovasculares del Instituto Nacional de Medicina

Gendmica (INMEGEN) para su estudio genético.

6.2 Proceso general de SNG

El primer abordaje de andlisis genético fue la SNG sitio-dirigida. En cambio, la
secuenciacion de exoma o genoma completo se llevd a cabo s6lo en 5 casos, cuando la
SNG sitio-dirigida u otro método de andlisis previo (e.g. DHPLC, secuenciacién Sanger)
no reveld mutaciones potencialmente patogénicas. El analisis de calidad de datos mostro
que el porcentaje de cobertura de la region blanco fue >95% en todos los datos
provenientes de genoma, exoma o SNG sitio-dirigida de este estudio. Sin embargo, la
profundidad (i.e. nimero de veces que cada base fue leida) fue notablemente baja
empleando el panel Haloplex (Tabla 6.1), por lo que algunas muestras requirieron ser re-

secuenciadas con otros paneles.

Todas las variantes clasificadas como patogénicas o potencialmente patogénicas segun los
criterios de Campuzano fueron confirmadas por secuenciacion Sanger (i.e. no se encontro
ningin falso positivo). La mayor parte de éstas eran variantes de sentido erréneo (no
sinbnimas) de un sbélo nucledtido (SNVs). Una menor proporcion fueron InDels,
mutaciones sin sentido (codones de paro) y variantes que eliminan el codon de paro

natural.
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Tabla 6.1 Calidad de los procesos de secuenciacion
con diferentes paneles y estrategias de SNG empleadas en este estudio

lon Haloplex TruSight ~ ©X0macompleto Ccf)e;nmfel?o
Torrent p 8 (INMEGEN) P .
(Complete Genomics)
Plataforma de . . . .
secuenciacién Ion PGM MiSeq MiSeq MiSeq HiSeq
N“';‘lf;;’iz‘:‘(’i(g;“es 19 84 174 ~ 20,000 ~ 20,000
N(‘l‘e“:::futr‘::l ~8,000 ~1,000,000  ~3,700,000 80,000,000 12,000,000,000
Porcentaje de duplicados 6.7 % 97 % 86 % 7% 10 %
Numero de lecturas
mapeadas sobre el panel 95 % 96 % 58 % 95 % 95 %
(pb)
P”’f(“l‘;g‘dad 100 % 10 % 100 % 100 % 100 %
P”’g'(')‘;;dad 99.9 % 2.7% 99.9 % 99.9 % 99.9 %
Pro{;‘(')‘;;dad 99.9 % 1.5 % 99.9 % 99.9 % 99.9 %
P{,"rf)“ﬁg(‘l‘:sd 20X 1X 30X 30X 30X
P"“e“g}’fH‘;{E‘]’;g"oms on - 100% ~90% ~90% ~98% ~98%

6.3 Analisis Genético en casos con SQTL

Se captaron 28 pacientes mestizo-mexicanos con fenotipo de SQTL Romano-Ward
(SQTL-RW) y 1 con fenotipo de Jervell Lange-Nielsen (SQTL-JLN). El 53% de los casos
fue de sexo masculino. El sincope fue el sintoma mads recurrente entre los casos (73%),
mientras que el 23% presentd un evento de MS. Todos los casos tuvieron una puntuacion
de Schwartz > 4 (Tabla 6.2). La mayor parte (90%) recibia tratamiento con S-bloqueador y
poco menos de la mitad (43%) era portador de un DAL

Tabla 6.2 Puntuacion de Schwartz
de pacientes con diagndstico clinico de SQTL

Diagnéstico QTe (ms) Sintomas y eventos | Historia familiar | Puntuacién
(Sexo) documentados de MSCy SQTL | de Schwartz
Gomeaingy | ™| e | P | 7punts
(Nélgsrl;ll;l-i(llo) 360 ms (esfusglzcc(o) It)'lesico) Negativa 7 puntos
Comenn) | 5™ | ooty | Nemiva | 6punts
(Mascutingy |40 (csinerso Reico) Positiva 6.5 puntos
(Se?n’fe 1;1-1?1‘(‘)) 487 ms (enlvr[:pliso) Negativa 5 puntos
(S 3{111;1;?1?)) 633 ms (estréiigliloopc?onal) Positiva 4.5 puntos
(Egr:el;l-i?l?)) 625 ms Si?ecsofrl)lz,r;df?s}i,c?),SR Negativa 6 puntos
(ggn’fel;l-i?lz) 360 ms (esfusglzcc(o) It)'lesico) Negativa S puntos
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(13[(32;[1‘:]1-141-33)) 490 ms (eSfL?;?chlg:sico) Positiva 6.5 puntos
o | 9™ | e | e | 6pums
(ﬁgsTclﬂl-ilnt) 501 ms Ninguno Negativa 5 puntos
(:Sn};l;;i}:)) 560 ms MSR (reposo) Negativa 5 puntos
(hsd(astcﬁl_ilnzo) H86ms (esflslirr];grgsico) Negativa 7 puntos
(;S;I';{_;l-il‘so) 520 ms (esfiéi"lzcg}gsico) Negativa S puntos
(:Snﬂﬁ;it) 502 ms Ninguno Positiva 4 puntos
(Dél(a)srlt;ﬁl-ilnso) 575 ms Si?g:&:rxsgs 1}; (;l;dP Negativa 7.5 puntos
(;S;I'};l-ilﬂz) 560 ms (esfiéi"lzcg}gsico) Negativa 7 puntos
(;S;I'};l-ilﬂl) 590ms (esfiéi"lzcg}gsico) Negativa S puntos
(331!11111}3)) 332 ms (estréssi:fr(l)(?:ional) Positiva 6.5 puntos
nentingy | 06 Sincope Posiiva P—
e I S
grascaing) | 2™ | hirofug | Posie | 9puntes
(lxélgsTcﬁhznzo) 540 ms Ninguno Positiva 4.5 puntos
(sgﬂil;l;ii) 621 ms (esfiirrlzcgr;iiico) Negativa S puntos
(;I(a)srlc‘f‘ll-iznt) 516 ms Ninguno Positiva 5 puntos
(légn’:‘el;l-iii) 554 ms Sinz:r(;;:;;syo')rdp Negativa S puntos
(sg;fe 1;1-131?)) 515 ms. Sincope (reposo) Negativa 5 puntos
(;(a);lc‘ﬁl-iznz)) 550 ms Sincope (reposo) Negativa 5.5 puntos
(Egnii;i?)) 574 ms Sincope (reposo) Negativa 5.5 puntos

La prueba genética en pacientes con SQTL se llevd a cabo con diferentes paneles o

estrategias de SNG (Tabla 6.3).

Tabla 6.3 Estrategia de SNG en casos con SQTL

SNG sitio-dirigida Genoma o
exoma
m L Torrent || Haloplex | TruSight | completo
(9 genes) (84 genes) || (174 genes)
SQTL-JLN *

SQTL-01 *

SQTL-02 * *

SQTL-03 * * *
SQTL-04 *

SQTL-05 *

SQTL-06 *

SQTL-07 *

SQTL-08 *

SQTL-09 * *

SQTL-10 *

SQTL-11 * *
SQTL-12 *

SQTL-13 *

SQTL-14 *

SQTL-15 *

SQTL-16 *

SQTL-17 *
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SQTL-18 *

SQTL-19 * *
SQTL-20 *

SQTL-21 *
SQTL-22 * *
SQTL-23 * *
SQTL-24 *

SQTL-25 * *

SQTL-26 * *

SQTL-27 *
SQTL-28 * *

Resultado del proceso de ‘filtrado de variantes’ se identifico al menos una variante nueva o
rara (i.e. MAF < 0.01) en un cardiogen causal de MSC en 28 (96%) de los 29 pacientes con
SQTL (Tabla 6.4). Sin embargo, s6lo 22 fueron portadores de una (o mas) variante(s) en

un gen causal de SQTL.

De manera general, KCNH2, KCNQI, ANK2 y RYR2 fueron los 4 genes con mayor
variacion. Notablemente, s6lo los 3 primeros son genes causales de SQTL, mientras que

RYR?2 se conoce como gen causal de TVPC (Figura 6.1).

9 ‘
N <

Figura 6.1 Distribucion de mutaciones raras (MAF < 0.01) y no conocidas en genes causales de SQTL (color
oscuro), otras CAs (color medio) y MCPs (color claro) en casos con SQTL (RW y JLN).

causales de MSC
N w » (6, [e)} ~ (0]

Numero de mutaciones en genes
=

Entre las variantes en genes causales de SQTL, 14 (58%) estaban reportadas como
patogénicas, y 4 (17%) fueron definidas como tal en el presente estudio; tras mostrar su
efecto mediante modelacion in silico (Apartado 6.9) y/o su co-segregacion con la

enfermedad en la familia (Tabla 6.5).
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Tabla 6.4 Mutaciones no conocidas y raras (MAF < 0.01)

Identificadas en casos con SQTL

Variantes en genes Variantes en genes Variantes en genes
causales de SQTL causales de CAs causales de MCPs
Gen ” Cambio || Identificador || Patogenicidad || Gen || Cambio || Identificador || Patogenicidad | Gen || Cambio || Identificador |[ Patogenicidad
SQTL-JLN KCNo! p.G168R 13179489 4 TOES)"];‘EZ“ i _ _ _ _ ] ] i
(Femenino) (homocigota) || ENST00000155840 (ﬁ | p%; ntos)
rs143894795
SQTL-01 VUS
(Mascuino) AKAP9 p.A458P 7_91630603_G/C (5 pumtos) - - - - - - - -
SQTL-02 Reportada (sin id) Probablemente
(e CACNAIC p.L762F 12_2693728_C/T patogénica - - - - - - - -
ENST00000347598 (11 puntos)
Nueva Probablemente
(1?425{]1:11?11 ) KCNH?2 p.A429GX || 7_150649784 GC/G patogénica - - - - - - - -
ENST00000262186 (11 puntos)
SQTL-04 1rs786205753 Probablemente
(Fomenine) CACNAIC p-R585H 12_2702421_G/A patogénica - - - - - - - -
ENST00000347598 (10 puntos)
rs199472780
RN KCNOI p.DA46E 112610029 C/G 70y - ; ; : ; ; ; -
(Masculino) ENST00000155840 (6 puntos)
rs199472944 Probablemente
U\SASSTCE]']%) KCNH? p.A614V 7 150648640 G/A — - ; ; - ; ; ; -
ENSTO00000262186 (11 puntos)
rs28937316 Probablemente
(I\S/[g;ﬁ]-i?:)) SCN54 p.R1644H 338592932 C/T patogénica - - - - - - - -
ENST00000413689 (11 puntos)
LQT_NM_000238.2 c.
= onz Probablemente
SQTL-08 1825G>A P
(Masculino) KCNH? p-D6OOIN 7 150648656 C/T aﬁt"g;ﬁf; - - - - - - - -
ENST00000262186 P
SQTL-09 rs199472730 Probablc?rr}ente rs201097255 VUS
@ icaitio) KCNQ1 p.S277L 112594125 C/T patogénica TRDN p.-V24E 6123892229 A/T (© s, - - - -
ENST00000155840 (11 puntos) ENST00000398178 P
SQTL-10 1s28937316 Probablven_lente 18775803239 VUS
(Masculino) SCN54 p.R1644H 338592932 C/T patogénica HCN4 p.S935F 15_73615630_G/A (6 o) - - - -
ENST00000413689 (11 puntos) ENST00000261917
rs199473524 g Nueva
ég::r‘mlul)) KCNH2 p.T613M 7 150648643 C/T gfoie;f:) RYR2 || p.A2725P | 1237821287 G/ || o 2 iﬁos) ; ; ; -
ENST00000262186 P ENST00000366574 P
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Tabla 6.4 Mutaciones no conocidas y raras (MAF < 0.01) identificadas

en casos con SQTL (continuacion)

Variantes en genes Variantes en genes Variantes en genes
causales de SQTL causales de CAs causales de MCPs
Gen |] Cambio || Identificador || Patogenicidad || Gen || Cambio || Identificador || Patogenicidad || Gen || Cambio “ Identificador ” Patogenicidad |
SQTL-12 1s199473430 Probablemente 18555960226 VUS 1730880596 VUS
(Masculino) KCNH2 p.W585C 7_150648726_C/G patogénica RYR2 || Splice donor || 1237765412 G/T || (b || MYBPC3 || pRI205Q 11_47354130_G/A (6 puntos)
ENST00000262186 (11 p untos) ENST00000366574 P ENST00000545968 P
Nueva Nueva
(&SSTCLIIS) , || sonsa || pxtowp || 3 38622625 A/ . Vlifos) - - - - NEXN || pQs3sR 1_78407838_A/G 0 Vlfnsos)
u ENST00000413689 pu ENST00000334785 pu
1872544141 - Nueva
éQTLTI“) ANK2 (hp'E14.5 8(3 || 4114260433 A/G P'Z'lga“’gfm)ca - - - . BAG3 p.Q251X 10_121432010_C/T © VUf )
emenino 0mocIgold) |\ ENST00000357077 puntos ENST00000369085 puntos
Nueva Nueva
(ag;ﬁhi) ANK2 p.Q3281R 4 114279616_A/G @ Vul{lfos) - - - - JUP p.T32N 17_39928012_G/T P Vulrjfos)
ENST00000357077 P ENST0000039393 1 P
1512720459 . 15773396810
(&SSTCL&?)) KCNOI A4V 112604765 C/T gfoge;:f; ; ; : - HEY? p.V264F 6126080724 G/T 0 V[I]lfos)
4 ENST00000155840 pu ENST00000368364 pu
15143512106 .
(E&Tcﬁhi) KCNH2 p.R885S 7 150645571 G/T g“ltoie;fs ; ; ; - - ; ; -
ENST00000262186 P
Nueva Patogénica
KCNH2 p.Q391X 7150649899 G/A al gu ntos) - - - . - - - .
SQTL-18 ENST00000262186 P
(Femenino) 1s72544141 Probablemente
ANK2 p.E1458G 4 114269433 _A/G patogénica - - - - - - - -
ENST00000357077 (10 puntos)
rs143512106 Patogéni
KCNH?2 p.R885S 7 150645571_G/T (lal 0%]613:3 - - - - - - - -
SQTL-17 ENST00000262186 P
(Masculino) Nueva
KCNH2 p.T1019P 7_150644513_T/G @ VUf ) - - - . - - - .
ENST00000262186 puntos
1s199472780 VUS Nueva VUS
KCNQI p.D446E 112610029 C/G (8 puntos) TRDN p.S80F 6_123869751 G/A || (ol - - - -
SOTL-19 ENST00000357077 P ENST00000398178 P
Q .
(Masculino) rs185384934 Probablemente
ANK2 p.G2221E 4 114276436_G/A patogénica - - . 8 B - . B}
ENST00000357077 (9 puntos)
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Tabla 6.4 Mutaciones no conocidas y raras (MAF < 0.01) identificadas
en casos con SQTL (continuacion)

Variantes en genes Variantes en genes Variantes en genes
causales de SQTL causales de CAs causales de MCPs
|] Gen |] Cambio ” Identificador || Patogenicidad || Gen || Cambio || Identificador || Patogenicidad || Gen || Cambio “ Identificador “ Patogenicidad |
Nueva Patosénica 15138413872 VUS
KCNQI p.P535T 11_2797202_C/A (12 gu i) - - - = HEY? |[p.A299G|| 6 126080830 _C/G (6 puntos)
J ENST00000155840 P ENST00000368364 p
SQTL-20
(Femenino) 15120074187 e
KCNQI p.A300T 11_2594193_G/A (14 “i nto) . . - - - . - .
ENST00000155840 P
Nueva Probablemente COSM245134 VUS
KCNH2 p.G546S 7 150648845 C/T patogénica - - - = KCNA5 || p.v5141 12 5154853 G/A (6 puntos)
SQTL-21 ENST00000262186 (9 puntos) ENST00000252321 p
(Masculino) 1$55729483 1 VUS
ANK2 p.L2510R 4 114277303_T/G (6 puntos) - - - = - - - .
ENST00000357077 P
15561321743
SQTL-22 - - - - RYR2 || pH§77P 1_237670026_A/C VUS - - - -
(pasline) ENST00000366574 (@ oty
1s190009333
SO e ; ; ; : RYR? || p.T4287N 1 237947871 T/A VUS ; ; ; :
{(Aomeine) ENST00000366574 (@ oty
Reportada sin
SQTL-24 identificador VUS
(Masculino) - - - - RYR2 P-M1300T 1237754032 G/A (Ipuntos) - - - -
ENST00000366574
Nueva Probablemente
- - - - RYR2 p-R2920Q 1_237838075_G/A patogénica - - - -
SQTL-25 ENST00000366574 (11 puntos)
(Femenino) 15761702716 .
- - - = TRDN p.E251X 6_123824906_C/A (7 puntos) - - - .
ENST00000398178 P
Nueva
RIQUILA - ; : : MYBPC3 ||pL979Q|| 11 47355531 A/T WU
(pwemline) ENST00000545968 (© i)
15782341732
RIQL=2%y - ; - - - ; ; - JUP || pR86Q || 17 39925881 C/T WU
(Masculino) ENST00000393931 (7 puntos)
SQTL-28 . ] . ] . ] ] ] ] ] ] i
(Femenino)
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Tabla 6.5 Mutaciones en genes
causales de SQTL en casos con SQTL

Mutaciones previamente Mutaciones con efecto
reportadas en casos con SQTL o patogénico mostrado en VUS*
en ensayos in vitro’ este estudio’
ANK2- E1458G*
CACNAIC-p.L762F
CACNAIC-p.R585H

KCNQI-p.G168R

KCNQI-p.S277L AKAPY-p.A458P

ANK2-p.L2510R

KCNQI-p.A300T KCNQI-p.P535T

KCNQI-p.A341V KCNH2-p.A429GX ;g{fé}f'%ﬁé;
KCNH2-p.D609N KCNH2-p.Q391X KCNHZ_p’Tl 010p
KCNH2-p.W585C ANK2-p.G2221E p.

KCNH29.G5465 SCN54-p.Y1009D

KCNH2-p.T613M
KCNH2-p.R885S
KCNH2-p.A614V
SCN54-p R1644H*
Mutaciones con prediccion funcional dafiina en > 4 programas computacionales.
£ Mutaciones encontradas en >1 caso indice con diagnostico clinico de SQTL, no emparentados entre si.
* De acuerdo con los critrios de Campuzano.

Casos homocigotos y heterocigotos compuestos

Los casos SQTL-17 y SQTL-20 fueron heterocigotos compuestos para mutaciones en
KCNQI y KCNH2; y el caso SOQTL-14 homocigoto para una mutacion en ANK2 (Figura
6.2). El tnico caso con SQTL Jervell Lange-Nielsen (SQTL-JLN) fue homocigoto para una
mutacion (p.G168R) en KCNQI.

Casos sin mutaciones en genes causales de SOTL

De los 7 pacientes sin mutaciones en genes causales de SQTL, 4 fueron portadores de una
mutacion en RYR2 (Tabla 6.3). Ninguna de éstas estaba previamente estudiada
funcionalmente. Sin embargo, el andlisis preliminar de la variante p.RYR2-R2920Q mostrd
su posible efecto patogénico (Apartado 6.7). Entre los tres pacientes restantes, uno tuvo un
resultado genético completamente negativo en genes causales de MSC. Los otros 2 fueron
portadores de una variante rara en el gen MYBPC3 (causal de miocardiopatia hipertrofica) o
en el gen JUP (gen causal de displasia arritmogénica del ventriculo derecho), aunque el

significado clinico de estas variantes es desconocido.
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Figura 6.2 Segregaciéon de la mutacion ANK2-p.R1458G en casos con SQTL-RW. A. Arbol familiar del
caso SOTL-14. Se muestran en figuras negras los individuos con un QTc prolongado en el ECG en reposo.
Las 12 derivaciones estandar del ECG en I-2, III-1 y III-2 fueron tomadas al reposo a la edad de 62, 5y 3
afios, respectivamente. B. Arbol familiar del caso SQTL-18. Se muestran en figuras negras los individuos con

1 B@QTC:452mS
2

ANK2-p. E1458G *-
BAG3-Q251Q*"
1 E ‘ 3
QTc=506ms QTc=492ms
ANK2-p.E1458G */* ?

BAG3-p.Q251X */-

v O O

QTc=465ms QTc=437ms
ANK2-p.R1458G */- ANK2-p.R1458G */-
BAG3-p.Q251X ¥

| [HO
ofcRekeX 3

QTc=520ms QTc=380ms
KCNH2-p.Q391X* ANK2-p.E1458G*/-

QTe=520ms f Qesaome
. ANK2-p.E1458G*/-
KCNH2-p. Q391X
P-Q KCNH2-p.Q391X"-

QTe=520ms 1 QTe=520ms
KCNH2-p.Q391X* § KCNH2-p.Q391X*-

Y

QTe=520ms QTc=520ms Y, Qressoms QTe=520ms
KCNH2-p.Q391X KCNH2-p.Q391X % KCNH2-p.Q391X""" KCNH2-p.Q391X"""
QTc=520ms
KCNH2-p.Q391X"

un QTc prolongado en el ECG en reposo.

6.4 Analisis Genético en casos con DNS

Se captaron 13 casos con DNS diagnosticados a una edad temprana (<35 afios; 11 de ellos
durante la primera década de la vida) (Tabla 6.6). El 83 % de los casos fueron de sexo
masculino. Las arritmias auriculares asociadas fueron: taquicardia auricular (46%),

fibrilacion auricular (23%), flutter auricular (46%) y en s6lo un paciente se documentd
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taquicardia ventricular, que requirié la implantaciéon de un DAL El 17% tuvo prolongacion
del intervalo QT y el 8 % trastornos de la conduccion intraventricular. Los casos DNS-02,
DNS-03, DNS-09, DNS-12 y sus familiares presentaron fenotipos mixtos, incluyendo DNS,
QTc prolongado y/o elevacion del intervalo ST. Todos los pacientes tuvieron un corazén

estructuralmente sano, excepto un caso con fibrosis y paralisis auricular documentada en

resonancia magnética. E1 92% de los casos indice requirié marcapasos.

Tabla 6.6 Historia clinica y antecedentes
heredofamiliares de pacientes con diagndstico clinico de DNS de inicio temprano

Edad de " Hallazgos . Antecedentes heredofamiliares .
P Sintomas en el ECG y episodios P q Tratamiento
diagnéstico de MS o de arritmia cardiaca
documentados
QTc prolongado, flutter
DNS-01 14 afios MSR en auricular, FV, trastornos Ninguno Marcapasos
(Masculino) esfuerzo intraventriculares. Paralisis g P
auricular. Auriculas fibroticas.
Flutter auricular QT prolongad
DNS-02 5 afios Palpitaciones Taquicardia auricular. blo e:): Z\(; :ngfé;n?ilsi]ares Marcanasos
asculino en esfuerzo con respuesta cronotropica
Masculi fi DNS p opi queo AV er P
. de 1°y 2° grado
inadecuada
. Pausas sinusales. DNS de inicio temprano
(N]I)a IZCSL:::?IO) 4 afios ngsg rezzn TV y trastornos (4 afos) Marcapasos
intraventriculares en familiar de 1° grado
(N})a lzcsl;l(::‘m) 5 afios Ninguno Taqtgﬁil:oazr\lfcular Ninguno Marcapasos
Sincope y palpitaciones.
Flutter auricular. Bloqueo AV.
Sincope y Trastornos de la conduccion
DNS-05 15 afios palpitaciones intraventricular Ninguno Marcapasos
(Masculino) enel Prueba de esfuerzo con g P
esfuerzo incompetencia cronotropica.
Pausas sinusales. Alteracion de
la refractariedad
Sincope y
DNS-06 ~ palpitaciones Flutter auricular .
(Masculino) 16 anos en el Bloqueo AV Ninguno Marcapasos
esfuerzo
DNS-07 5 Sincope en Pagsas §1nusa'1es .
(Masculino) 3lafios eD0sO Taquicardia auricular Ninguno Marcapasos
P Fibrilacion auricular
DNS-08 3 afios Palpitaciones Taquicardia y fibrilacion MSR infantil en familiar 2° Marcanasos
(Masculino) pitact auricular grado con DNS P
DNS-09 N Sincope en DNS, QTec prolongado, flutter _
(Masculino) 1 afio esfuerzo auricular, FA, TVM, trastornos Ninguno Marcapasos
intraventriculares
DNS-10 4 ai Sincope en icardi icul MS en familiares
(Femenino) afos esfuerzo Taquicardia auricular de 1° grado Marcapasos
Sincope y
DNS-11 < palpitaciones Taquicardia auricular . f-bloqueadores
(Masculino) 9 afios enel Bloqueo AV Ninguno Marcapasos
esfuerzo
Retraso de la conduccion y
Sincope pausas sinusales. .
(FDegz;élzm) 25 afios enel Taquicardia ventricular. MSdenl Ofamlgares DAI
esfuerzo Prueba de esfuerzo con ¢ L grado
incompetencia cronotropica.
(F?nl:lesliiio) 2 afios Slrrlgggseoen Pausas sinusales Ninguno Marcapasos

MSR: Muerte subita revertida; DNS: Disfuncion del nodo sinusal; QTe: QT corregido; TVM: Taquicardia ventricular monomorfica;

DALI: Desfibrilador automatico implantable AV: auriculo-ventricular.
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La prueba genética en pacientes con DNS se llevd a cabo con diferentes paneles o

estrategias de SNG (Tabla 6.7).

Tabla 6.7 Estrategia de SNG en casos con DNS

Ion . Exoma
iz Torrent Haloplex fLauniehs completo

DNS-01 * *

DNS-02 * *

DNS-03 * *
DNS-04 * *

DNS-05 *

DNS-06 *

DNS-07 *

DNS-08 *

DNS-09 *

DNS-10 * *

DNS-11 * *

DNS-12 * * *

DNS-13 *

Tras el andlisis de datos, se identific6 al menos una variante nueva o rara (i.e. MAF < 0.01)
en un cardiogen causal de MSC en 11 de los 13 pacientes con DNS (Tabla 6.8). Sin
embargo, solo 9 fueron portadores de > 1 variante en un gen conocido de DNS: SCN54 o
HCNA4. La mayoria de éstas se clasificaron como patogénicas o probablemente patogénicas

segun los criterios de Campuzano (Tabla 6.9).
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Tabla 6.8 Mutaciones no conocidas y raras (MAF < 0.01) identificadas
en casos con DNS de inicio temprano

Variantes en genes

Variantes en genes

Variantes en genes

causales de DNS causales de CAs causales de MCPs
Gen Cambio Identificador Patogenicidad Gen Cambio Identificador Patogenicidad Gen Cambio Identificador Patogenicidad
Nueva rs199863116
(N'[DNS‘I(,H ) SCN54 p.R811C 338628896 _C-T @ VU? - - - = PRKAG2 p-D442Y 7151262881 _G-T a VU? )
ascutino ENST00000413689 punics) ENST00000287878 puntos
y Reportada (sin id) L. rs138313730
(N'IDNS 1?3 ) SCN54 p.T1708N 3 38592740 C-A }’lazmg‘::‘“)‘ - - - - MYPN p.L867I 1069959320 C-A ¢ 6"215 )
aseutino ENST00000413689 puntos ENST00000613327 puntos
Nueva
SCN54 p.D1741fs 338592641 - -G @ Vlff ) - - - - - - - =
DNS-03 ENST00000413689 puntos
(Masculino) 15199473076 Probablemente
SCN5A p.V240M 338651441 _C-T patogénica - - - - - - - -
ENST00000413689 (11 puntos)
Nueva
(N?NS]QA SCN5A p.A1778D 338592530 _C-A @ VUf ) - - - - - - - =
i) ENST00000413689 (e
DNS-05 CM093256 Probablemente
@isanifins) SCNS54 p-R179X 3_38662410_C-T patogénica - - - - - - - -
. ENST00000413689 (10 puntos)
DNS-06 15137854604 Probablemente
(Masculino) SCN54 p.S1710L 338592734 _C-T patogénica - - - = - - - =
ENST00000413689 (11 puntos)
Nueva
(N'?a';‘csu' I?Zo) HCN4 pI479T 15 73622068 T-G (8 Vﬂis) - - ; ; - ; ; -
ENST00000261917 P
DNS-08 18137854604 Probablemente
(Masculino) SCN54 p.S1710L 338592734 C-T patogénica - - - = - - - =
ENST00000413689 (11 puntos)
y Reportada (sin id) I 528935490
(Masedline) | SCNA | pmi7osw 3_38592740_C-A e - - - - GLA pD3I3Y X_100653420_G-T 7 o)
ENST00000413689 P ENST00000218516 P
15201016285
- - - = - - - = MYH6 p-MI4311 14_23857430 _C-T a GVUnSt )
DNS-10 ENST00000405093 puntos
(Masculino) 15140799936 VS 15767783317 B—
- - - = TRPM4 p.K914X 19 49703651 _A-T T CAMK24 p.A483V 5149602570 C-T 3ot
ENST00000252826 (@7 ies) ENST00000398376 (©ipmies)
Nueva
FDNS‘.H ) - - - = - - - = TNNCI p.G70C 352485869 G-T s VUf
(IFemgnine ENST00000232975 TRAE)
DNS-12
(Femenino) ) ) ) : ) ) ) ) ) ) )
DNS-13
(Femenino) ) ) ) : ) ) ) ) ) ) )



https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000138347;r=10:68106117-68212017;t=ENST00000613327

Tabla 6.9 Mutaciones en genes
causales de DNS en casos con DNS

Mutaciones previamente Mutaciones con efecto
reportadas en casos con CAs o patogénico mostrado en VUS*
€n ensayos in vitro este estudio®
SCN54-p.R179X ‘ Ssg]\%?_ p].;8784llcfs
SCN5A4- p.V240MSg SCN54-p.T1708N ¢ p-
SCN54- p.S1710LS SCN54 -p.A1778D
) HCN4-p.1479T

§ Mutaciones con prediccion funcional dafiina en > 4 programas computacionales.
£ Mutaciones encontradas en >1 caso indice con diagnostico clinico con CA en este estudio, no emparentados entre si.
* De acuerdo con los criterios de Campuzano.

Entre las mutaciones identificadas en genes causales de DNS, la mayor parte (90%) se

localizaron en el gen SCN54 (Figura 6.3).
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Figura 6.3 Distribucion de mutaciones raras (MAF < 0.01) y no conocidas en genes causales de DNS (color
oscuro), otras CAs (color medio) y MCPs (color claro) en casos con DNS de inicio temprano.

Casos heterocigotos compuestos

El caso DNS-03 fue el unico heterocigoto compuesto para 2 mutaciones en SNCSA:
p.D1741fs y p.V240M. Estas fueron clasificadas como VUS y probablemente patogénica,
respectivamente, segiin los criterios de Campuzano. La variante p.V240M no tiene efecto

funcional conocido, aunque ha sido reportada previamente en pacientes con SBr y SQTL.



Casos sin mutaciones en genes causales de DNS

De los 4 casos sin mutaciones en genes de DNS, uno fue portador de las mutaciones

TRPM4-p.K914X y CAMK2A-p.A483V, y otro portador de la mutacion TNNCI-p.G70C.

Segregacion de las mutaciones SNC5A-p.D1741fs y SNC5A -p.V240M en la familia del
caso DNS-03

El analisis de segregacion en la familia del caso DNS-03 mostrd que la variante SNC5A4-
p.-D1741fs (c.5221dupQG) fue heredada por rama paterna y la variante SNC54-p.V240M
(c.2431C>T; rs199473076) por rama materna. Hasta ahora no existen antecedentes de
arritmias, sincope o MS por rama materna. La madre y la hermana del caso indice
portadoras de la variante p.V240M no presentaron alteraciones en el ECG. El padre y un
hermano portadores de la mutacion p.D1741fs son aparentemente asintomaticos, aunque se

refiere que una sobrina paterna tiene una CA estudiada en otro hospital (Figura 6.4).

0.
N, é} 3 O

SCN5A-p.D1741fs *- SCN5A-p.V240M *-

i 1 L] .0 *

SCN5A-p.D1741fs *- SCNS5A-p.V240M *~ SCN5A-p.D1741fs *-
SCN5A-p.V240M *-

Figura 6.4. Arbol familiar del caso DNS-03 que muestra la segregacion de las variantes SNC54-p.D1741fs y
SNC5A4-p.V240M.



6.5 Analisis Genético en casos con SBr

Se captaron 6 pacientes con diagndstico clinico de SBr; 4 de ellos presentaron un patrén
Brugada tipo I en el ECG en el reposo y 2 durante la prueba con ajmalina. La mayor parte
(83%) fue de sexo masculino. El 50% de los casos indice habia presentado un evento de

sincope. El 83% recibia tratamiento con f-bloqueador y el 67% fue portador de un DAI,

evidenciando un cuadro grave de la enfermedad (Tabla 6.10).

Tabla 6.10 Historia clinica y antecedentes
heredofamiliares de pacientes con diagndstico clinico de SBr

Sintomatologia Hallazgos Episodios Historia
,g y g electrofisiologicos | familiar de MS Tratamiento
nosologia en el ECG
documentados o CA
Patrén Brugada
Sincope y tipo II en reposo. TSV. Estudio
SBr-01 Lo L S . .
. palpitaciones en Patrén tipo I con electrofisiologico Negativa Ninguno
(Masculino) L .
reposo ajmalina. Bloqueo | negativo para TV
AV completo
Patron Brugada .
SBr-02 . tipo 1 . . S‘.II’.COPe en
(@ ssilting) Sincope en reposo Bloqueo AV Ninguno amiliares de 1 P-bloqueadores
. . grado
Bradicardia sinusal
SBr-03 . Patrén Brugada . MS en familiares
(Masculino) Ninguno tipo I Ninguno de 1° grado f-bloqueadores
SBr-04 Patrén Brugada . MS en familiares
(Femenino) MSR tipo I Ninguno de 1° grado P-bloqueadores
Minima fibrosis
SBr-05 Sincone Patrén Brugada interventriculary | MS en familiares bl d
(Masculino) P tipo I en el tercio de 2° grado f-blogueadores
basal medio
SBr-06 Palpitaciones en Ratron de Brugada . Hermana.con
. . tipo II en reposo y Ninguno Wolf-Parkinson | [-bloqueadores
(Masculino) esfuerzo fisico . o .
tipo I con ajmalina White

MSR: Muerte stibita revertida; TV: Taquicardias ventriculares; TSV: Taquicardia supraventricular; EFF: Estudio electrofisioldgico; AV:

auriculo-ventricular.

La prueba genética en pacientes con SBr se llevo a cabo con diferentes paneles o estrategias

de SNG (Tabla 6.11).

Tabla 6.11 Estrategia de SNG en casos con DNS
Ion Exoma
Caso Haloplex TruSight completo
Torrent (BGI)
SBr-01 * *
SBr-02 * *
SBr-03 * *
SBr-04 * * *
SBr-05 *
SBr-06 * *




Tabla 6.12 Mutaciones no conocidas y raras (MAF < 0.01)

Identificadas en casos con SBr

Mutaciones en genes

Mutaciones en genes

Mutaciones en genes

causales de SBr causales de CAs causales de MCPs
. . q e q . Clasificacién . q q 94
Gen Cambio en Identificador Clasificacién de Gen Cambio en la Identificador de Gen Cambio en Identificador del Clasificacién de
afectado la proteina del cambio patogenicidad afectado proteina del cambio . . afectado la proteina cambio patogenicidad
patogenicidad
" Reportada (sin id) - Nueva
(Msafc' ?;lo) SCN54 p.T1708N 338592740 C-A ff‘;"gen‘:f:)‘ ANK2 p.M31111 4 114279107 G/T a anfos) - - - .
v ENST00000413689 pu ENST00000357077 P
SBr-02 rs137854604 Probablemente

(Masculino) SCN5A4 p-S1710L 338592734 _C-T patogénica - - - - - - - -

ENST00000413689 (11 puntos)

Nueva

(Msafc'u?; o | scvsa p.E44fs 3 38674667 CT/C . V:flfos) - - - : : ; ; -

ENST00000413689 W

Nueva

(Fg]’?l;;loiio) SCN2B p.S64C ENST00000278947 @® VIESOS) - - - - - - - -

11_118039346_G/C P

1s373387978
(Msafc'];?; 0 ; ; ; - SNTAL p.RA02W 20 31997974 G/A " Vulifos) : ; ; -
ENST00000217381 P
rs139559937
(Msafc'];?g 0 ; ; ; - - - - : ver p.R433C 1075849901 C/T " V:f:os)
ENST00000211998 W
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En todos los pacientes con SBr se encontrd al menos una variante nueva o rara (i.e.
MAF < 0.01) en un cardiogen causal de MSC (Tabla 6.12). Sin embargo, s6lo 4 (67%)
fueron portadores de una variante en un gen de SBr: SCN54 o SCN2B.

Entre las variantes identificadas en genes causales de SBr, la mayor parte se localizaron

en el gen SCN5A (Figura 6.5).

3
2
| l
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causales de MSC

[

SCN5A SCN2B ANK2 SNTA1 VCL

Numero de mutaciones en genes

Figura 6.5 Distribuciéon de mutaciones raras (MAF < 0.01) y no conocidas en genes causales de SBr
(color oscuro), otras CAs (color medio) y MCPs (color claro) en casos con SBr

Entre los cambios en SCN5A4, la mutacion p.S1710L (c.5129C>T; rs137854604) fue
clasificada como patogénica y era conocida por su efecto funcional; y la mutacion
p-T1708N (c.5123C>A) se clasifico como probablemente patogénica una vez mostrado
su efecto funcional, como se describe mas adelante (Apartado 6.9). Los cambios

restantes se clasificaron como VUS (Tabla 6.13).

Tabla 6.13 Mutaciones en genes
causales de SBr en casos con SBr

Mutaciones previamente Mutaciones con efecto
reportadas en casos con CAs o patogénico mostrado VUS*
en ensayos in vitro en este estudio’
SCN54-S1710L¢ SCN5A4-p. T1708N ¢ SCN2B -564C
SCN5A-E44EX

$ Mutaciones con prediccion funcional dafiina en > 4 programas computacionales.
£ Mutaciones en >1 caso con CA en este estudio (no emparentados entre si).
* De acuerdo con la clasificacion de Campuzano
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Casos sin mutaciones en genes causales de SBr

En los casos SBr-05 y SBr-06 no se identificaron mutaciones en genes de SBr. En
cambio, fueron portadores de las variantes SNTAI-p.R402W (c.1471C>A;
rs373387978) y VCL-p.R433C (c.1297C>T; rs139559937), respectivamente.

6.6 Analisis Genético en casos con TVs polomorficas

Se captaron 3 casos con diagnostico clinico de taquicardia ventricular (TV), que
incluyeron: 2 casos con taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica (TVPC);
y 1 caso con TV monomorfica catecolaminérgica (TMVC). Los 2 casos con TVPC
fueron mujeres. El caso con TVMC fue un hombre con TV documentada durante la
prueba de esfuerzo. Todos presentaron un QTc normal. Los 3 casos estaban tratados con

[S-bloqueadores y ambos casos con TVPC eran portadores de un DAI (Tabla 6.14).

Tabla 6.14 Caracteristicas clinicas
de casos con diagndstico de TV catecolaminérgica

q ] Episodios ey
Diagnéstico A g P Historia q
o Sintomatologia electrofisiologicos - Tratamiento
clinico familiar de CA o MS
documentados
TVMC-01 Palpitaciones en el Prueba de esfuerzo: . .
(Masculino) TVMC esfuerzo positiva para TV Ninguno f~blogueadores
TVPC-01 MSR y sincope en Pruel?g de esfuerzo: ) f-bloqueadores
(Femenino) TVPC esfuerzo fisico- positiva para TV. Ninguno DAI
estrés EEF: positivo para TV
Sincope en -
TVPC-.OZ TVPC esfuerzo fisico- Ninguno Ninguno /-bloqueadores
(Femenino) estrés DAI

MSR: Muerte subita revertida, TVPC: taquicardia ventricular polimoérfica catecolaminérgica, TVC; taquicardia ventricular
catecolaminérgica, TV: taquicardia ventricular, EFF: Estudio electrofisioldgico, DAI: desfibrilador automatico implantable.

Los 3 casos con diagnostico clinico de TV catecolaminérgica fueron estudiados

exclusivamente con SNG sitio-dirigida (Tabla 6.15).

Tabla 6.15 Estrategia de
SNG en casos con TVP

Caso Toll?rl::n ¢ Haloplex
TVMC-01 * *
TVPC-01 * *
TVPC -02 *

No se encontrd ninguna mutacion en los 84 cardiogenes analizados en el inico caso con

TVMC. En cambio, se encontré que ambos casos con TVPC fueron portadores de una
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mutacion en RYR2 (Tabla 6.16). Ambas variantes codificaron un residuo de aminoacido

localizado (p.S408P y p.G3946S) en un hotspot de RyR2 (Figura 6.6).

$408P G3946S

Povr Y HHeM 'S, ot CPVT-Il

77 66 1100 1140 2246 2534 3738~ 4959
0 | i 1

Figura 6.6 Localizacion de las variantes RYR2-p.S408P y RYR2-p.G3946S en la secuencia del canal RyR2. Los
recuadros inferiores sefialan los /otspots de RyR2 que albergan la mayor parte de las mutaciones causales de TVPC.

La mutacion RYR2-p.G3946S (c.11836G>A) se clasifico como patogénica segin los
criterios de Campuzano. Esta mutacion se identificd inicamente en el caso indice, quien
es el unico individuo con TV documentada en la familia, evidenciando un evento

mutacional de novo (Figura 6.7).

{)

- RYR2/G3946G -

RYR2/G3946G

L8 O

RYR2/G3946G RYR2/G3946G -

Figura 6.7 Arbol familiar del caso TVPC-02 que muestra la segregacion de la mutacion p.G3946S en el
gen RYR2. La presencia o ausencia de la mutacion se comprobd mediante secuenciacion Sanger en los 4
individuos de la familia analizados.
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Tabla 6.16 Mutaciones no conocidas y raras (MAF < 0.01) identificadas

en casos con TV catecolaminérgica

Variantes en genes Variantes en genes Variantes en genes
causales de TVPC causales de otras CAs causales de MCPs
Gen Cambio en la Identificador Clellicsion Gen bl Identificador Cllicasin Gen Cambio en Identificador del ELLE Xl
p . de en la . de . . de
afectado proteina del cambio ] afectado a del cambio - afectado la proteina cambio -
patogenicidad proteina patogenicidad patogenicidad
TVMC-01 ) ) ) : } } : _ : : : _
(Masculino)
Nueva Probablemente rs149433837
(]Ee‘:tln);;?n})) RYR2 p.S408P 1_237608752_T/C patogénica - - - - ACTN2 p-R721S 1.236920792_C/A G V:ii)s)
ENST00000366574 (9 puntos) ENST00000366578 P
Reportada
TVPC-02 RYR? G3946S (sin identificador) Pm;)z)bl::ilce:te } } R _ R : : _
(Femenino) p- 1 237942026 G/A 129 gmos)
ENST00000366574 P

CA: Canalopatias arritmogénicas, CMP: Cardiomiopatia
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6.7 Mutacion RYR2-p.R2920Q en un caso con SQTL

La mutacion RYR2-p.R2920Q (c.8759G>A) se encontrd en el caso SQTL-25, quien
muestra un QTc sostenidamente prolongado en el ECG (QTc méximo = 532 ms) y ha
sufrido un episodio documentado de TdP. Esta paciente aparentemente no es portadora
de mutaciones en genes causales de SQTL, por lo que el objetivo de esta seccion fue
determinar las propiedades funcionales del canal RyR2 p.R2920Q, a fin de aportar
evidencia adicional que permita definir si RYR2 es un gen causal de SQTL. Para ello, se
gener6 el gen murino mRyR2-p.R2920Q mediante mutagénesis dirigida y se cre6 una
linea estable de células HEK inducibles para expresar el canal recombinante. Los
ensayos de Western Blot en células HEK inducibles solubilizadas con CHAPS
permitieron visualizar una banda de ~560 kDa correspondiente a las proteinas mRyR2-
p-R2920Q o mRyR2-WT en estas células, evidenciando una expresion similar entre

ambas proteinas (Figura 6.8A).

A B
MRYR2-wt MRYR2-R2920Q _ 12 ', i
x e | > 4
M 10
o 23 os ® RyR2R2920Q (n=8)
-- T "
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Figura 6.8 A. Figura representativa de los ensayos de Western Blot (#=3) de mRyR2 silvestre (WT) y
mRyR-p.R2920Q. Se empled la misma cantidad de proteina total obtenida 48 horas después a la
transfeccion. La proteina mRyR-p.R2920Q se reveld con anticuerpos anti-RyR2. GAPDH fue
inmunorevelada como control testigo. B. Curvas de union a [*H]-rianodina a los canales mRyR2-
p.R2920Q y mRyR2-WT en funcion de la concentracion de Ca?". La concentracion efectiva para alcanzar
el 50% de saturacion (CE50) fue de 210 nM + 4.0 en los canales mRyR2-p.R2920Q, significativamente
menor a la de los canales WT, donde la CE50=715nM £ 0.7, p <0.01.

Asi mismo, encontramos que la mutacion p.R2920Q parece generar mRyRs
hipersensibles al Ca**. El ensayo de unién de la molécula de [*H]-rianodina realizado en

canales mRyR2-WT y mRyR2-p.R2920Q sometidos a diferentes concentraciones de
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Ca?" ([Ca?"]) mostrd que la concentracién efectiva para alcanzar el 50% de saturacion
(CE50) en los canales mRyR2- p.R2920Q (CEs0= 210 nM = 4.0) fue significativamente
menor a la que observo en los canales WT (CE50 = 715 nM = 0.7; p < 0.01) (Figura
6.8B).

6.8 Ancestria de la mutacién KCNH2-p.T613M

La mutacion KCNH2-p. T613M (rs199473524) se identifico en el caso SQTL-11, una
mujer de 34 afios con una forma grave de SQTL-RW (QTc >500 ms) con historia de
sincope y cuadros convulsivos desde los 11 afios, desencadenados por ruidos fuertes
durante el reposo. Con antecedentes familiares de MS en la familia paterna, tiene un
puntaje de Schwartz de 8.5. La secuenciacion del genoma completo de esta paciente e
integrantes de su familia permitié identificar la mutacion KCNH2-p.T613M como

causal del sindrome (Figura 6.9); la cual habia sido pasada por alto mediante el analisis

genético con DHPLC.
I ) Z@
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5 /
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KCNH21p.T613M KCNH2{p.T613M
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KCNH2-p.T613M KCNH2-p.T613M

Figura 6.9 Segregacion de la mutacion KCNH2-p.T613M en la familia del caso SQTL-11. Se marca con
un asterisco los individuos cuyo genoma completo fue secuenciado. Las figuras en negro indican a los
individuos con QTc prolongado. Las figuras a rayas muestran casos de MS sin datos electrocardiograficos
ni genéticos. El circulo pequeio indica aborto espontaneo.

El andlisis de ancestria global realizado sobre caso indice SQTL-11, esposo e hijo
(portador de la mutacidén) mostr6d que los 3 son individuos son genéticamente mestizos,
con ~55% de ancestria indigena, ~39% de ancestria europea y ~6% de ancestria africana

(Figura 6.10).
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Figura 6.10 Analisis de componentes principales donde se distinguen las 6 poblaciones empleadas como
referencia: europeos (CEU), africanos (YRI), mayas, nahuas, totonacos y zapotecos). Se observa que el
caso indice SQTL-11, su esposo y su hijo afectado son individuos mestizos, que se agrupan entre la
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poblacion europea y Nativa Americana, particularmente la maya y zapoteca.

Posteriormente, el andlisis de ancestria local reveld que la mutacion KCNQ1-p.T613M
ocurri6 en un fragmento de 10 Mb con 99.9% de probabilidad de ser de origen indigena.
Con base en ello, se realizo el analisis de ancestria global de un subfragmento de 1Mb
que contiene la mutacion KCNQI-p.T613M (Figura 6.11). Este segmento mostrd tener

88% de componente de origen maya, 9% totonaco, 2% nahua y 1% zapoteco.

Figura 6.11 Analisis de ancestria global de un fragmento (I Mb) que contiene la mutacion KCNH2-
p-T613M en el caso SQTL-11 (madre), su hijo y esposo. Este fragmento es en su mayoria de origen maya

(morado).
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6.9 Caracterizacion funcional de la mutacion SCN5A-p.T1708N en 3 familias con

fenotipo mixto

La mutacion p. T1708N (¢.5123C>A) en SCN5A se encontrd en 3 casos aparentemente
no emparentados entre si: 1) SBr-01, 2) DNS-02 y 3) DNS-09. Los 3 casos fueron
ademas portadores del polimorfismo p.H558R (c.1673A>G; rs1805124) en SCN5A. La
Tabla 6.13 resume las caracteristicas clinicas de los 3 casos y de aquellos familiares
portadores de la mutacion SCN54-p.T1708N. La segregacion de la mutacion SCN5A-
p.T1708N en cada familia se ilustra en la Figura 6.12.

Tabla 6.13 Rasgos clectrocardiograficos de los portadores de
la mutacion p. T1708N en SCN5A4

Caso Hallazgos en el ECG
SBr-01 SBr (Patron 1), bradicardia, bloqueo AV grado 1,
QTc=420, PR=272
Hallazgos en el ECG
DNS-02 Bradicardia, bloqueo de rama derecha, elevacion del ST en V1,
QTc=458, PR=190
Bradicardia,
Madre QTc=395, PR=184
Hermano Desorden de la repolarizacion, Bradicardia, bloqueo de rama derecha,
onda U prominente, QTc=433, PR=150
Hallazgos en el ECG
DNS-09 Bloqueo de rama izquierda, Flutter auricular 3:1, QTc=531, PR200
Hermana QTc=465, PR=180
Hermano Bloqueo de rama derecha,
Flutter auricular, QTc=458, PR=200
Tia materna QTc=478, PR=240
Hermana QTc=488, PR=220
Sobrina QTc=483, PR=180
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Figura 6.12 Arboles de familias portadoras de la mutacion SCN54-p.T1708N. A. Familia del caso SBr-01. B.
Familia del caso DNS-02. C. Familia del caso DNS-09. Las figuras en negro indican a los portadores de la mutacion
SCN5A4-p.T1708N. La linea diagonal indica casos de muerte subita.
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Caracterizacion Funcional

Para estudiar los efectos de la mutacion p.T1708N y el polimorfismo p.R558H del canal
Navl.5 sobre la cinética de la corriente de sodio (INa) se obtuvieron registros
electrofisiologicos de células HEK-293 transfectadas transitoriamente con SCN5A-WT,
-p.H558R, -p.T1708N y —p.H558R + p. T1708N. La dependencia de voltaje de la INa se
estudi6 con el protocolo de activacion (material y métodos). Los ejemplos
representativos de las familias de corrientes registradas en cada caso se muestran en la

Figura 6.13A.
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Figura 6.13 A. Trazos representativos de la INa en canales Nav1.5-WT (negro), -p.H558R (verde), -p.T1708N (rojo)
y H558R+p.T1708N (azul) en células HEK-293. B. Curvas de densidad de corriente contra voltaje de la Ina al pico
para cada genotipo. C. Grafica de barras del porcentaje de la densidad de corriente de cada caso. En B y C se

graficaron los promedios £ ESM (* p < 0.005; ** p <0.01).
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Las curvas de densidad de corriente (pA/pF) contra voltaje para cada genotipo se
construyeron a partir de la normalizacion de la amplitud de la corriente al pico en
funcion del tamafio celular (capacitancia) (Figura 6.13B). En todos los casos la
densidad de corriente méxima se registro a -30 mV y el potencial de inversion a +50
mV. La curva de densidad de corriente de Navl.5-WT fue similiar a la obtenida
previamente por Hua et al. (2005). La densidad de corriente méxima de los canales
Nav1.5-p.H558R (polimorfismo) no fue significativamente distinta a la de los canales
silvestres (WT). En cambio, las densidades de corriente maxima de las variantes
SCN5A4-p. T1708N (mutante) y SCN5A-p. T1708N+p.H558R (mutante + polimorfismo)
disminuyeron significativamente respecto a la WT (p<0.01) y a la p.H558R (p>0.05)
(Figura 6.13C).

La inactivacion de los canales Navl.5-WT, -p.H558R, -p.T1708N y -
p-H558R+p.T1708N se estudié con la amplitud de la corriente al pico registrada en el
pulso fijo a 0 mV del protocolo de inactivacion. Los datos obtenidos se ajustaron a una
ecuacion de Boltzmann para obtener los valores de voltaje medio (Vi2) y la pendiente
(k) (Figura 6.14). No encontramos diferencias significativas ni en el Vi ni en k para

ninguno de los genotipos.
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Figura 6.14 Curvas de inactivacion de los canales Nav1.5-WT (negro), -p.H558R (verde), -p.T1708N
(rojo) y —p-H558R+p.T1708N (azul) construidas con el protocolo mostrado en el inserto. Se muestran los
promedios + ESM.
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Para estudiar si la mutacién y/o el polimorfismo alteraron la recuperacion de la
inactivacion del canal Navl.5, se midieron las amplitudes de las corrientes al pico. La
INa al pico registrada con el primer pulso se empled para normalizar el pico del
segundo pulso a los diferentes tiempos. La corriente normalizada se graficoé en funcion
del intervalo de tiempo entre pulsos correspondiente. La ecuacién que describié mejor

estos datos fue una funcion de dos exponenciales (Figura 6.15).

Tiempo (ms)

INa normalizada

Figura 6.15 Recuperacion de la inactivacion de los canales Navl.5-WT (negro), -p.T1708N (rojo) y
H558R+p.T1708N (azul) obtenida con el protocolo mostrado en el inserto. Se graficaron los promedios +

ESM (* p < 0.005; ** p < 0.01).

La corriente tardia se estudido con un pulso a 0 mV y una duracién de 250 ms. La

corriente registrada con este protocolo en los canales Nav1.5-p. T1708N+p.H558R y -

p-T1708N aumentd significativamente respecto a la del canal WT (p<0.05; Figura
6.16).
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Figura 6.16 A. Corriente tardia de los canales Navl.5-WT (negro), -p.T1708N (rojo) y
H558R+p.T1708N (azul). B. Grafica de barras de la corriente tardia normalizada al pico (una vez hecha la
sustraccion de la corriente de fuga). Se muestran los promedios £ ESM (* p < 0.005).
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6.10 Autopsia molecular de un caso de MSI: modelacion in silico de Kv7.7/p.A300T/
p.P535T

Los padres de una nifa (caso SQTL-20) que muri6 repentinamente a los 7 afos
acudieron al INMEGEN buscando la posibilidad de un diagnostico post-mortem. La
nifa tenia historial de sincope autolimitado durante la actividad fisica. Se diagnostico
con disautonomia a los 6 afios y fue tratada con propranolol, permaneciendo
asintomatica durante el tratamiento farmacologico. Mas tarde, fue retirado el
tratamiento y la nifia sufrid un paro cardiaco durante el esfuerzo fisico. La medicioén
post-paro cardiaco del QTc en un ECG en la sala de urgencias fue de 454 ms; aunque
fue poco fiable debido a la hipotermia terapéutica inducida y el desequilibrio
electrolitico. Los padres rechazaron una autopsia. Meses después, a sugerencia de su
médico, buscaron pruebas genéticas que pudieran evidenciar la presencia de un
sindrome arritmogénico hereditario. Gracias a que la sangre del cordon umbilical de la
nifia habia sido almacenada en un banco de sangre al momento de nacer fue posible
realizar pruebas genéticas post-mortem. En el interrogatorio, se encontré una historia
familiar sin incidentes. Ambos padres y el hermano menor fueron asintomaticos, con
examenes fisicos, ECG y ecocardiogramas normales en reposo. Sin embargo, durante la
prueba de esfuerzo se observé un aumento significativo en la longitud del intervalo QTc

y anomalias de repolarizacion en la madre (Figura 6.17).
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Figura 6.17 ECG de la madre del caso SOTL-20. A. ECG basal de 12 derivaciones. B. ECG basal durante
la prueba de esfuerzo. C. Intervalo QTc en el minuto 3 de recuperacion después de la prueba de esfuerzo
del ejercicio.
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La SNG sitio dirigida reveld que la nifia era heterocigota compuesta para una variante
rara KCNQI-p.A300T (rs120074187) y una variante nueva en el mismo gen, KCNQI-
p.P535T. La secuenciaciéon de Sanger confirmo la presencia de ambos cambios en el
caso indice; y mostré que el padre y hermano eran portadores heterocigotos de la
variante KCNQI-p.A300T, y la madre portadora heterocigota de la variante KCNQI-
p.P535T (Figura 6.18).
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Figura 6.18 Analisis de segregacion de las mutaciones p.A300T y p.P535T en KCNQI. A. Arbol familiar
del caso indice. B. Electroferogramas de KCNQ! que muestran el genotipo del caso indice.

Modelo in silico del canal Kv7.1

Se obtuvieron 10 modelos en diferentes ensayos no deterministicos a partir de la
secuencia completa de Kv7.1 (UniProtKB ID: P51787), empleando el servidor Phyre2
en modo de modelado intensivo. El 16-30% de la secuencia tuvo un 29-100% de
identidad con otras estructuras previamente resueltas del Protein Data Bank. El mejor
modelo generado se muestra en la Figura 6.19A. La secuencia de aminoacidos de
Kv7.1 se analizd en seis regiones o dominios estructurales diferentes: El dominio D1 en
el extremo N-terminal conformado por 118 aminoacidos (aa). Este dominio no presenta
homologia con las estructuras cristalizadas y esté intrinsecamente desordenado debido a
su alto contenido de residuos de prolina. El dominio DI esta seguido por 2 dominios
transmembranales (TM): el dominio D2 (127 aa) y dominio D3 (109 aa) homdlogos al
canal de potasio Shaker (Kv1.2) cristalizado (PDB 2A79 y 2R9R). Estos dominio
corresponden al arquetipo estructural del dominio del poro de todos los canales Kv: con

4 hélices TM (segmentos S1 a S4) en D2, y 2 hélices TM (segmentos S5 y S6) en el
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dominio D3, los cuales al tetramerizarse forman el canal de potasio (Figura 6.19B). El
dominio 4 (D4) contiene dos hélices: hélice A (43 aa) y hélice B (39 aa), separadas por
un dominio de 103 residuos de aminoacido (D5) (Figura 6.19C). Finalmente, el
dominio D6 en la region C-terminal estd constituido por 137 residuos de aminoacido,
formado por dos hélices que pueden tetramerizar, tal como se estd determinado por la
estructura PDB 3BJ4 resuelta mediante cristalografia de rayos X. De acuerdo con
nuestro modelo, la variante A300T se encuentra en D3 frente al espacio extracelular,
mientras que la variante P535T esta localizada en la region citoplasmatica hacia el final
de D4, a una distancia de > 40 A del residuo de A300. De acuerdo con nuestro modelo,
la variante p.A300T se localiza en el dominio D3 dando la cara hacia el espacio
extracelular; mientras que la variante p.P535T se localiza en la region citoplasmatica
hacia el final del dominio D4, a una distancia de >40A del aminoacido A300 (i.e. no

interactian entre si).
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LARTHVOGRV YNTLERIT FAVE LIVI Y3 VIGTIEQIAL LATITLIWME IVLVVY T IVVRILNEAGC RENYVELWGE LETF
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Figura 6.19 Modelo molecular de Kv7.1. A. Modelo molecular de las regiones estructurales o dominios de una
cadena monomérica. La posicion de los residuos A300 (D3) y P535 (D4) estan marcados en amarillo. No se muestra
el dominio D6. B. Modelo molecular del tetramero embebido en la membrana celular. C. La secuencia de residuos de
aminodacidos de Kv7.1 (676 residuos). El codigo de color de la secuencia es el mismo utilizado para reconocer los
dominios en el panel A. Los residuos subrayados corresponden a las hélices relevantes: hélices transmembranales
(TM) S1-S4 en D2 (rojo); hélices TM S5 y S6 en D3 (naranja); hélices A y B en D4 (azul); y la hélice de
tetramerizacion D6 (negro). Los residuos S143, T144, A300 y P535 estan en recuadros amarillos.
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Modelo del canal Kv7.1/p.A300T

La estructura del tetrdmero Kv7.1 formado por 4 monémeros mutantes T300 se muestra
en la Figura 6.20. Se observa que el residuo T300 se localiza en la region reentrante de
un asa (asa-P) que existe entre los segmentos S5y S6 del dominio D3. La mutacion da la
cara hacia la interfaz con otro monomero, en la region extracelular (Figura 6.20A y B).
Se observa que a diferencia de lo que ocurre en el canal silvestre, los grupos hidroxilo
del residuo T300 forman puentes de hidrogeno con los aminodcidos S143 y T144 del
segmento S1 (en el dominio D2) del mondmero adyacente, causando una distorsion
conformacional de los mondmeros implicados. Esta distorsion afecta ligeramente la
conformacion de la cadena principal alrededor de la posicion 300 (RMSD = 0.26 A para
los residuos 297-303) y una redistribucion notoria de la region S143/T144 de la cadena

vecina (RMSD = 1,14 A para los residuos 140-147) (Figura 20C).
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— .
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Figura 6.20 Modelo detallado de la regién transmembranal del tetrimero cuddruple mutante T300. Cada
monoémero se representa en un color diferente. El tridngulo amarillo marca los sitios de unién a la subunidad
accesoria KCNEI (minK). A. Vista superior y lateral del tetramero. Se indica con circulos punteados la interaccion
entre T300 (subunidad magenta) y S143-T144 (subunidad roja). Las cintas blancas denotan las regiones de movilidad
altamente alterada inducida por T300. B. Representacion esquematica de los segmentos transmembranales. Las
flechas negras indican la direccion del efecto estructural de T300 sobre las cadenas vecinas. C. Detalle atomico de la
interaccion entre el residuo magenta T300 y los residuos S143-T144 rojos. La comparacion con la estructura silvestre
(amarillo) muestra el reordenamiento conformacional de los segmentos 140-147 y 297-303 en el monoémero
adyacente. Las lineas punteadas representan puentes de hidrogeno.
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Perfiles de Movilidad

La Figura 6.21A muestra los 6 posibles tetrdmeros en un portador heterocigéto de la
mutacion p.T300A, modelados sin considerar el posible efecto de la variante p.P535T
(en la region citoplasmatica). La Figura 6.21B representa las diferencias en movilidad
por atomo (factor AB) para uno de los monémeros (delineado en rojo) en cada tetramero
mutante posible (b, ¢, d, e y f) en comparacion con la movilidad del mismo mondémero
en un tetrdmero WT (a). Las regiones inter-helicoidales del dominio D2 (i.e. regiones
entre los segmentos helicoidales S1-S4) de los mondmeros adyacentes al monomero
mutante T300 mostraron aumentos y disminuciones en la movilidad, hasta 20 veces
mayor en magnitud, que los cambios en el segmento que contiene el residuo T300. Los
tetrdmeros formados por 3 6 4 mondmeros mutantes (e, f) o por 2 monémeros mutantes
adyacentes entres si (d) mostraron los mayores cambios de movilidad; mientras que la
movilidad de los tetrdmeros formados por uno (b) o dos mondémeros mutantes
alternados (c¢) se vio afectada en menor medida. El factor AB por atomo de los

monomeros verde, magenta y azul (Figura 6.21B) en cada posible tetrdmero muestran

: ) 230

en el Anexo L.

Afactor-B (A?)

Namero de dtomo

b
—_

—_—

A factor B (A2)

$143/Thr144 A300Thr

10
o 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

NUmero de dtomo

Figura 6.21. Diferencias de movilidad en los tetrameros mutantes vs silvestre. A. Seis posibles combinaciones de
un tetramero en un individuo heterocigoto de p.A300T y p.P535T. Las flechas indican la distorsion estructural
causada por la mutacion p.T300 en el monémero adyacente (en tono mas oscuro). B. Diferencia del factor B
(A factor-B) en todos los atomos del mondémero rojo (panel A) de cada tetramero mutante (b, ¢, d, e y f) en
comparacion con el tetramero silvestre (a). Los segmentos correspondientes a los segmentos transmembranales del
canal Kv7.1 se muestran en rojo (S1-S4 de una subunidad) y naranja (S5-S6 en la subunidad adyacente). Las flechas
muestran las posiciones de los residuos S143-T144 y T300. El recuadro superior derecho muestra el mismo grafico a
escala completa.
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Modelo del canal Kv7.1/p.P535T

La variante p.P535T se encontr6 hacia el final del dominio D4 en la region
citoplasmatica del canal. Este dominio fue modelado con base en la estructura PDB
4V0C, dominio C-terminal proximal de Kv7.1 resuelto por cristalografia de rayos X en
complejo con la proteina calmodulina (CaM). Nuestro modelo se gener6 considerando
que las hélices A 'y B (del dominio D4) del mismo mondémero interactian de forma
antiparalela. Tal interaccion generd una estructura tipo horquilla que forma un sitio de
union a CaM, donde el dominio D5 podria actuar como una bisagra (Figura 6.22 A y
B). La hélice A se extendid hacia el citosol como un cuerpo rigido, delimitado por un
pliegue producido por el residuo P369. Los residuos A533, L534 y P535 produjeron una
fuerte sefal de finalizacion para la hélice B del canal Kv7.1-WT. GORIV predijo que la
treonina en la posicion 535 IV se elonga (Figura 6.22). La hélice B elongada chocaria
con el asa citoplasmica que conecta los segmentos S4 y S5 en el dominio D3, limitando
su correcta interaccion con la hélice A y, por tanto, evitando por impedimento estérico la

formacion del sitio de union a CaM.

Espacio extracelular

Ala300Thr

Citosol

Pro535
»

< *Thr535

Figura 6.22 Efecto predicho para la variante p.P535T. A. Topologia simplificada del tetramero Kv7.1 conformado
por mondémeros Thr300 y Thr535. El modelo predice que la treonina en la posicion 535 elonga la hélice B. La hélice
elongada chocaria con el asa interhélices, impidiendo la formacion de un sitio de unién a calmodulina (CaM). La
CaM esta representada como una elipse naranja. B. Modelos del dominio 4 WT en color magenta unido a CaM
(naranja). C. Modelo de la mutante T535 en el dominio 4 (mondémero magenta) no unido a CaM. D5 (103
aminoacidos) se omitid y esta representado como un fragmento verde oscuro.
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6.11 Identificacion de polimorfismos asociados a CAs

Diez variantes de un sélo nucledtido (SNVs) identificadas en casos con CAs y con
mayor frecuencia reportada en las poblaciones latinas de ExAC Browser fueron
seleccionadas para su genotipificacion en 478 controles mexicanos y 51 casos con CAs,
con la finalidad de determinar su posible asociacion con CAs (Tabla 6.13). La variante
KCNQ1-p.D446E (rs199472780) se encontrd en 2 casos con SQTL, mientras que estuvo
ausente en controles del estudio GEA. Dicha diferencia tuvo significancia estadistica
bajo el modelo dominante (p=0.00003). Asi mismo, las variantes: RYR2-p.H887P
(rs561321743) y CASQ2-p.V76M (1rs10801999) mostraron ser mas frecuentes en casos
con CAs vs controles; con una tendencia a la significancia bajo el modelo dominante y
recesivo, respectivamente (Tabla 6.14). CASQ2-p.V76M se encontrd6 mas
frecuentemente en casos con SQTL (n=13), ademas de que los unicos 4 individuos
homocigotos para este SNP también fueron casos con SQTL. Para el resto de las SNVs

no se encontraron diferencias significativas en las MAF entre casos y controles.

Tabla 6.13 SNVs frecuentes en poblacion latinoamericana
segin ExAC Browser identificados en casos con CAs

ExAC
q Asia Asia Rog Europeos de
Latinos del este de sur Africa Europeos Finlandia Otros Global
MYPC3-p.Q998E 0.09 0.032 0.0008 0.0004 0.0002 0 0 0.005
(rs11570112) (90-1000; 4) (43-1336;2) (7-8214; 0) (1-2790; 0) (3-13064; 0) (0-856; 0) (0-240; 0) (144-27500; 6)
KCNQ1- p.D446E 0.0008 0 0 0 0 0 0 0.00008
(rs199472780) (9-11368; 1) (0-8566; 0) (0-16078; 0) (0-9998; 0) (0-65374; 0) (0-6478; 0) (0-876; 0) (9-118734; 1)
MYH6- p.M14311 0.018 0 0 0 0.00001 0 0.001 0.0018
(rs201016285) (210-11576; 4) (0-8654; 0) (0-16512; 0) (0-10406; 0) (1-66736; 0) (0-6614; 0) (1-908; 0) (212-121406; 4)
RYR2-p.H877P 0.008 0 0 0 0.00001 0 0 0.0008
(rs561321743) (88-10734; 0) (0-7830; 0) (0-14842; 0) (0-9086; 0) (1-62042; 0) (0-6420; 0) (0-848; 0) (89-111802; 0)
CASQ2- p.V76M 0.16 0.06 0.011 0.002 0.002 0.02 0.02 !
(rs10801999) (1936-11578; 181) || (564-8638;24) | (191-16512;4) | (24-10406; 0) (152-66740; 1) (157-6614;2) || (18-908; 0) [ (3042-121396;212)
NOTCH1- p.R1608H 0.19 0 0.0002 0.001 0.001 0.007 0.008 0.013
(rs76371972) (380-1966; 3) (0-2296; 0) (2-8600; 0) (6-3264; 0) (26-15460; 0) (3-396; 0) (2-230; 0) (419-32212; 13)
NOTCH1- p.V2285I 0.16 0 0 0.006 0.01 0.006 0.018 0.025
(rs61751489) (1030-11432; 157) (0-8522; 0) (98-16472; 2) (50-8982; 0) (916-63410; 6) (43-6490; 0) (15-864; 0) || (2950-116172; 165)
SCN5A- p.V1951L 0.042 0.003 0.002 0.004 0.0006 0.001 0.0083 0.005
(rs41315493) (476-11148; 6) (25-8272; 0) (31-14932; 0) (38-9602; 0) (43-64556; 0) (7-6502; 0) (7-842; 0) (627-115854; 6)
CACNAIC- p.R1889C 0.07 0 0.0001 0.001 0.0006 0 0.006 0.007
(rs185788586) (837-11494; 36) (0-8592; 0) (13-16390; 0) (11-9696; 0) (41-66264; 0) (0-6604; 0) (6-888; 0) (898-119928; 36)
TCAP- p.R106C 0.17 0.0003 0.001 0.002 0.004 0.0001 0.008 0.02
(rs45578741) (1953-11200; 177) (3-8478; 0) (29-16214; 1) (22-9704; 0) (245-62976; 0) (1-5992; 0) (7-840; 0) || (2260-115404; 178)

Se muestra la frecuencia alélica de cada SNP (ntimero de alelos raros identificados - niimero de alelos totales; niimero de individuos homocigotos).
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Tabla 6.14 Frecuencia alélica de polimorfismos de un sélo
nucleodtido (SNPs) en casos con CAs en casos y controles mexicanos del estudio GEA

Controles GEA Casos CAs Modelo
(n=480) (n=51) de herencia
Homo* Het* Homo* MAF* Homo* Het* Homo* MAF* Dominante Recesivo

(ancestral) (alt.) (HW) (ancestral) (alt.) (HW) ») »)
i X’; lcf;%??g)’m 438 35 3 0.043 45 6 0 0.059 0.354 0.569

Kﬁﬁ%&‘;-g‘;‘:g'z 437 0 0 0 49 2 0 0.020 0.00003 1
M():Zf) 11()).11\6421;53)" 453 2 1 0.025 49 2 0 0.020 0.771 0.743

Ifr’:;é'lgg’;z;’ a7 5 0 0.005 49 2 0 0.020 0.099 1
C‘?rssggé (:’1';’9796)“" 343 18 14 0.154 33 14 4 0216 0259 0.068
m or(rcg P 71’1'}}7126)08]'1 408 59 6 0.075 %3 8 0 0.078 0.703 0.419
I O(Trfglll;sl:;“ggsﬂ 350 109 14 0.145 36 14 0 0.140 0.760 0218

Scngfsﬂ's‘%g;m 438 35 0 0.037 46 4 0 0.040 0.878 1
c4 fgf é gg{;?;:)”c 411 65 2 0.072 43 7 0 0.070 0.997 0.647
Tﬁ’iﬁs‘?ﬁﬂ"ﬁc 348 120 8 0.143 35 16 0 0.157 0.495 0351

Homo (ancestral): Numero de individuos homocigotos para el alelo ancestral o comiin; Homo (alt.): Nimero de individuos
homocigotos para el alelo raro o alternativo: Het: Numero de individuos heterocigotos; MAF: Frecuencia alélica del alelo
menor; HW: Equilibrio de Hardy-Weinberg (calculada con una prueba de Pearson).
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VII. DISCUSION
7.1 El estudio de las CAs en México

Hasta hace pocos afios, la mayoria de los estudios genéticos sobre CAs realizados en
México consistian en el analisis de genes candidatos, usando DHPLC o secuenciacion
Sanger como método de identificacion de variantes genéticas. Sin embargo, el indice de
falsos negativos con DHPLC resulta mayor que con cualquier otro método; mientras
que la secuenciacion Sanger (con una tasa de error baja) limita el analisis a segmentos
pequeiios del genoma en cada proceso, convirtiéndola en una estrategia costosa que
requiere mucho tiempo si se desea analizar un nimero importante de genes. En este
contexto, algunos grupos en México han comenzado el estudio de enfermedades
mendelianas a través de SNG, aunque en una alta proporcion de casos la secuenciacion
y analisis de datos contintia realizdndose fuera de nuestro pais. Pese a ello, este estudio
genético en pacientes mexicanos con CAs conforma el primer esfuerzo en este campo
en realizarse en México. Asi, el disefio de un pipeline informatico para el andlisis de
exoma y genoma completo permitid generar una estrategia reproducible para la
identificacion de variantes implicadas en CAs y otras enfermedades cardiacas a partir de
datos provenientes de cualquier plataforma y que fueron generados con distintas

tecnologias de secuenciacion.

En algunos centros de estudios gendmicos el primer abordaje es la secuenciacion del
exoma/genoma. Sin embargo, en este trabajo la SNG sitio-dirigida mostrd ofrecer
ventajas como estrategia inicial. Primeramente, permiti6 obtener mayor profundidad
(mayor numero de lecturas de secuenciacién) a un menor costo, y evitdo el ruido
genético que se obtiene con la secuenciacion de exoma o genoma completo. Ademas,
identifico mutaciones hasta en el 85% de los casos con SQTL y en mas del 30% de los
casos con SBr, similar a lo reportado en estudios de secuenciacion de exoma o genoma
completo en pacientes con CAs. Por otro lado, secuenciar un mayor nimero de genes no
necesariamente aumenta las probabilidades de identificar genes causales nuevos (en este
trabajo no se identificaron genes nuevos mediante secuenciacion de genoma o exoma
completo), a menos que exista una estructura familiar adecuada, con individuos
afectados y no afectados, en donde pueda observarse co-segregacion de una mutacion
sospechosa. Desafortunadamente, en la mayoria de los casos no existe dicha estructura

familiar, generando la necesidad de complementar los estudios genéticos con estudios
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funcionales, que muchas veces son so6lo relevantes si la funcion de la proteina es
conocida en el contexto cardiaco. De hecho, desde 2006, la secuenciacion del exoma
solo ha permitido identificar 3 genes nuevos causales de CAs (CALMI, CALM?2 y
CALM3) (Crotti et al. 2013; Reed et al. 2015). Pese a ello, puesto que la SNG sitio-
dirigida identific6 mutaciones patogénicas o probablemente patogénicas en una
proporcion alta de casos, los casos no resueltos podran ser analizados posteriormente
con estrategias alternativas, como la amplificacion de sondas dependiente de ligandos
multiples (MLPA, por sus siglas en inglés), que puede identificar inserciones o

deleciones mayores a 150-200 pb que no son detectables mediante NGS.

Finalmente, la SNG permitié la resolucion de un caso de MSI mediante autopsia
genético-molecular en DNA obtenido de células de cordon umbilical, congeladas al
momento del nacimiento; la identificaciéon de familiares en riesgo de MS, y permitira
ofrecer opciones terapéuticas a los individuos en quienes se logro el diagnéstico
genético. Adicionalmente, el analisis genético-molecular de pacientes con CAs
identifico variantes comunes y raras que potencialmente asociadas a MSC y que podrian
explicar la expresividad variable y penetrancia incompleta en familias portadoras.,
apoyando la hipotesis de que algunos casos de CAs tienen un origen oligogénico, que

no serian resueltos mediante la busqueda de variantes de alta penetrancia.

7.1.2 Epidemiologia de las CAs en pacientes mexicanos

La enfermedad mas frecuente entre los casos referidos en este estudio fue el SQTL-RW,
consistente con la su elevada prevalencia (1:2,000 individuos) respecto a otras CAs en
otras poblaciones del mundo (Priori et al., 2015). Los casos de DNS de inicio temprano
conformaron el segundo grupo de casos mas grande (24%) en nuestro estudio,
conformado por casos de inicio temprano con corazones estructurales normales, salvo
por un caso con auriculas fibroticas. Los casos de SBr y TVPC fueron menos
frecuentes, consistente con la baja prevalencia estimada para ambas enfermedades en
otras poblaciones del mundo (alrededor de 1-12: 10,000 y 1: 10,000, respectivamente)
(Sumitomo, 2016; Gourraud et al., 2017). Sin embargo, la captacién de pacientes con
SBr qued¢ limitada por la existencia de otros protocolos en el INCICH enfocados al

estudio genético de esta enfermedad en particular.
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7.2 Espectro de mutaciones en casos con SQTL

El 79% de los casos con SQTL fue portador de una mutacién en un gen causal de
SQTL, clasificada como patogénica, potencialmente patogénica o VUS segun los
criterios de Campuzano et al. (2015b). Este rendimiento fue similar al reportado en
estudios sobre grandes cohortes de casos con SQTL de origen caucasico-europeo, en los
que el >90% de las mutaciones potencialmente causales suelen encontrarse en 3 genes:
KCNQI (SQTL tipo 1; 30-35%), KCNH2 (SQTL tipo 2; 25-30%) y SCN54 (SQTL tipo
3; 5-10%) (Kapplinger et al., 2009; Tester et al., 2010). En comparacion, en nuestro
grupo de casos los genes causales de SQTL con mayor variacion rara fueron: KCNH?2,
KCNQI, ANK2, y SCN54; llamando la atencion la elevada frecuencia de variantes en
CACNAIC y AKAPY, respecto a lo reportado en la literatura (Figura 7.1).
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Figura 7.1 Distribuciéon de mutaciones en genes reportados como causales de SQTL en este estudio
(color oscuro) y en la literatura (color claro).

Aunque la clasificacion de Campuzano resultd una herramienta util en la determinacién
sistematica del efecto de algunas variantes, las mutaciones KCNH2-p.Q391X, KCNH2-
p-A429GX y KCNH2-p.G546fs fueron clasificadas como VUS, aun cuando co-
segregaron claramente con la enfermedad (en familias con varios individuos afectados).
Esto estriba en que la mayoria de los programas de prediccion computacionales
disponibles estan disefiados para el analisis de mutaciones de sentido erroneo, pero no
se mutaciones sin sentido o InDels, por lo que éstas no pueden ser puntuadas
adecuadamente. Asi mismo, esta clasificacion no hace distincion entre mutaciones de
efecto dominante y recesivo; ni considera la posibilidad de penetrancia incompleta, lo
que complicd la valoraciéon de la patogenicidad de algunas variantes en casos

potencialmente digénicos u oligogénicos (i.e. SOQTL-14, SOTL-19).
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Interesantemente, entre los genes no causales de SQTL, RYR2 fue el gen con mayor
variabilidad genética entre casos con SQTL; particularmente, entre los casos sin

mutaciones en genes causales de SQTL.

7.2.1 Posible nuevo gen de SQTL: RYR2

El receptor de rianodina cardiaco RyR2 es uno de los canales idnicos mas grandes en el
genoma humano, conformado por 4,967 aminoacidos (codificados por 105 exones)
(Kushnir & Marks, 2010). De acuerdo con ExAC Browser, RYR2 es un gen
aparentemente sujeto a restriccion genética,> ya que alberga menos variacién que la
esperada al azar (Lek et al, 2016). Sin embargo, en este estudio se encontrd una
mutacion rara en RYR2 de 6 casos con SQTL-RW (Figura 7.3), lo que equivale a 20

veces mas variacion de la que se espera encontrar de acuerdo con ExAC Browser.

Figura 7.2 Mutaciones en RyR2 en pacientes mexicanos con SQTL. Se muestran las mutaciones
p-H887P, p.A2725P, p.R2920Q, p.T4287N y p.M1300T sobre la secuencia proteica del receptor de
rianodina cardiaco, RyR2. Se omite la mutacion g.237765412G>T identificada en un sitio donador de
splicing del intron 35. La figura no representa la estructura cuaternaria 3D descrita para el canal. PP:
proteina fosfatasa, P: sitios de fosforilacion, CaM: calmodulina, CaMKII: proteina quinasa II
dependiente de calmodulina (Priori & Napolitano, 2005).

2 La restriccién genética se refiere a la intolerancia de un gen a la variacion. Puede ser evidencia de un

proceso de seleccion negativa y los genes que la presentan suelen tener mayor probabilidad de participar
en enfermedades (Lek et al., 2016).
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RYR?2 es el principal gen causal de TVPC, y se ha mostrado que la mayoria de las
mutaciones en RYR2 que causan TVPC se agrupan en 3 dominios o hotspots
mutacionales: I (residuos 77-466), 11 (residuos 2246-2534) y III (residuos 3778-4959)
(Medeiros-Domingo et al., 2009). La mayor parte de estas mutaciones generan canales
hipersensibles o hiperactivos (ganancia de la funcion en RyR2) que liberan Ca?" de
forma aberrante y espontanea, provocando post-despolarizaciones tardias; posiblemente
como resultado del efecto despolarizante del intercambiador NCX (que transporta 3Na"

al interior de la célula por cada Ca** extruido) (Zhao et al., 2015).

En contraste, los cardiomiocitos ventriculares obtenidos de ratones transgénicos que
portan la mutacioén RyR2-A486OG+/ " (1a Ginica mutacidén causal de TVPC con efecto de
pérdida de la funcion) presentan un PA prolongado bajo estimulacién adrenérgica (con
isoproterenol: 300 nmol L) (Zhao et al. 2014). Pese a ello, RYR2 no esta considerado
un gen causal de SQTL, aunque su posible papel en la fisiopatologia del SQTL es atn
materia de debate (Kushnir & Marks, 2010; Nakano & Shimizu, 2016).

En los ultimos afios, 3 casos con diagnostico de SQTL portadores de una mutacion
potencialmente dafiina en RYR2 (p.V4299M, p. p.K4594Q y p. p.K4594Q), resultaron
negativos para mutaciones en genes causales de SQTL (Kauferstein ef al., 2011; Tanaka
et al., 2015; Taniguchi et al., 2017). Adicionalmente, Watanabe et al. (2016) reportd un
caso de TVPC con valores de QTc prolongado tras la administracion de epinefrina,
portador de la mutacion en RYR2-p.T23901). Finalmente, los estudios en modelos de
SQTL en conejos transgénicos (mutantes en KCNQI) han mostrado que los canales
RyR2 hiperactivos aumentan el indice de TVs polimorficas (Carter et al., 2011;
Ginsburg ef al., 2013; Terentyev et al., 2014).

A la fecha ninguna mutacion en RYR2 en pacientes con SQTL ha sido estudiada
funcionalmente, ni se ha estudiado su efecto directo sobre el PA cardiaco o el QTc. Sin
embargo, en este trabajo se estudio el efecto funcional de la mutacion RYR2-p.R2920Q,
identificada en el caso SQTL-25 (quien aparentemente no es portadora de otras
mutaciones en genes causales de SQTL). De acuerdo con los ensayos de union a [H3]-
rianodina, la mutacion p.R2920Q genera canales hipersensibles al Ca** citosolico en
comparacion a los canales WT; sin que este efecto esté relacionado con alteraciones en

la expresion del canal. Adicionalmente, los estudios preliminares realizados por el Dr.
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Valdivia y la Dra. Valdivia en la Universidad de Michigan han revelado que los
cardiomiocitos derivados de células madre pluripotenciales transfectadas con mRYR2-
p.R2920R tienen un PA maés prolongado que el de aquellas no transfectadas o
transfectadas con el mRYR2-WT (datos no publicados), apoyando la nocién de que
RYR?2 podria participar en la patogénesis del SQTL.

Por otro lado, aunque hasta ahora no hemos estudiado el efecto funcional del resto de
las mutaciones en RYR?2 identificadas en pacientes con SQTL sin mutaciones en genes
causales de SQTL, hay algunas consideraciones de interés. La mutacion p.T4287N
(identificada en el caso SQTL-23 con un QTc=621 ms) esta localizada cerca de la
mutacion RYR2-p.V4299M reportada en un caso inequivoco de SQTL-RW (ambas en el
en el tercer hotspot de RyR2) (Kauferstein ef al., 2011; Tanaka et al., 2015). Por otro
lado, la mutacion RYR2-p.M1300I identificada en el caso SQTL-24 (sin mutaciones
aparentes en genes causales de SQTL) estd localizada fuera de los hotspots de RyR2
causales de TVPC, por lo que serd interesante determinar si otros dominios de RyR2
tienen un papel fisiopatoldgico. Finalmente, serd interesante explorar el efecto de
variantes comunes en RYR2 asociadas a fenotipos arritmogénicos, pues algunas
variantes en RYR?2 se han asociado a la liberacion de Ca*" y TdP de corta duracién (Fujii
et al., 2017); y la variante RYR2-p.H887P (rs561321743) identificada en el 1.6% (80 de
5,367) de la poblacion latina de ExXAC Browser fue més frecuente en casos con SQTL

vs controles mexicanos con una tendencia a la significancia bajo el modelo dominante

(p=0.099).

7.2.2 Posible nuevo gen de SQTL:BAG3

La variante p.Q251X en BAG3 (gen causal de miocardiopatia dilatada) se encontrd en el
caso SQOTL-14. Esta paciente también era portadora homocigota de la variante ANK2-
p.E1458G (rs72544141), que fue la primera variante en ANK2 considerada causal de
SQTL (Mohler et al., 2003; Schott et al., 1995). Sin embargo, en nuestro estudio ningun
familiar heterocigoto para ANK2-p.E1458G present6 alteraciones ECG importantes,
sugiriendo que se trata de una variante con un efecto lo suficientemente discreto para

causar SQTL en forma heterocigota (Priori ef al., 1998; Antunez-Argiielles et al., 2017).
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Por otra parte, se sabe que las mutaciones en el gen BAG3 causan miopatia fibrilar (MF)
y miocardiopatia dilatada (MCD); y no esta considerado como causal de SQTL (Lee et
al., 2012; Toro et al., 2016). Sin embargo, Lee et al. (2012) reportaron el caso de un
nifio con un cuadro grave de MF, MCD y QTc prolongado (570 ms), portador de las
variantes p.P209L y p.R258W en BAG3. Los antecedentes heredofamiliares del caso
fueron reportados como poco notables, exceptuando que el padre tenia un QTc
persistentemente prolongado (QTc maximo de 490 ms). Interesantemente, el padre

resultd portador heterocigoto de la mutacion BAG3-p.R258W.

A la fecha, todas las mutaciones sin sentido en BAG3 (p.R90X,; p.R123X, y p.Q309X)
causan MCD (Norton et al., 2011; Chami et al., 2014). Sin embargo, de acuerdo con
estos hallazgos, es posible que BAG3-p.Q251X pueda jugar un papel relevante en la
prolongacion del intervalo QTc; aunque serd necesario determinar si el SQTL de la
paciente SQTL-14 se debe al efecto sumado de BAG3-p.Q251X y de ANK2-p.E1458G
en ‘doble dosis’. A sus 37 afios, la paciente SQTL-14 no ha presentado trastornos
miopaticos ni CMD. Sin embargo, debe considerarse que algunos portadores de
mutaciones sin sentido en BAG3 se han diagnosticado después de los 40 afnos, mientras
que algunos polimorfismos se han asociado a miocardiopatias en individuos con >60

afos (Citro et al., 2013).

7.2.3 Posible hotspot mutacional en KCNH2

La mutacion KCNH2-p. T613M (rs199473524) se identifico como causal de SQTL en la
familia del caso SQTL-11. Esta mutacion habia sido identificada previamente en varias
familias de ascendencia caucésico-europea y asidtica; y se identificdé como un evento
mutacional de novo en un paciente ruso y otro latinoamericano, siendo una de las
mutaciones mas frecuentemente encontradas en pacientes con SQTL (Huang et al.,
2001; Ildarova et al., 2012; Jongbloed et al., 1999; Laitinen et al., 2000; Simpson et al.,
2009).

El andlisis de ancestria global de SOQTL-11, su hijo (portador de la mutacidén) y esposo
mostrd que los 3 individuos son mestizos (con un 51-60% de componente indigena, 36-
42 % europeo y 4-8% africano); mientras que el andlisis de ancestria local seguido de

otro andlisis de ancestria global sobre un subfragmento que incluye KCNH2-p.T613M,
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mostraron que la mutacion tiene una alta probabilidad de ser de origen maya, sugiriendo
que se generd a través de un evento mutacional independiente al reportado en otras
familias. En este contexto, se sabe que el 70-80% de las citosinas que forman parte de
las islas CpGs en el genoma se encuentran metiladas, y que pueden desaminarse
espontaneamente dando lugar a una timina (Cooper ef al., 2010; Sassa et al., 2016). De
acuerdo con ello, es posible que el cambio del codon aCg>aTg que genera el cambio
p.T613M pueda ser causado por dicho fendmeno, lo que explicaria la alta prevalencia

en casos con SQTL que son portadores de esta mutacion.

7.3 Espectro de mutaciones en casos con DNS

Los casos de DNS conformaron el segundo grupo mas grande (24%) en este estudio.
Este grupo se constituyd por 13 casos diagnosticados a una edad temprana (<35 afios).
La DNS puede atribuirse a una gran variedad de enfermedades cardiacas, presentandose
mas comunmente como un rasgo complejo en gente de mayor edad (>50 afios) (de
Marneffe et al, 1993). Sin embargo, en familias con DNS de inicio temprano la
enfermedad suele ser atribuible a mutaciones en genes que codifican canales i6nicos
(Benson et al., 2003; Groenewegen et al. 2003; Lei et al. 2007; Schulze-Bahr et al.
2003; Smits ef al. 2005; Veldkamp et al. 2003), lo cual es consistente con que el 75%
de los casos con DNS de este estudia fueran portadores de una variante en un gen con
un papel primordial en la funcién del NS: SCN54 y HCN4 (Lei et al., 2008; Bartos et
al.,2015)

Los genes SCN5A y HCN4 se consideran los mas prevalentes de DNS; siendo SCN54 el
gen que mas frecuentemente se reporta como causal (Ishikawa et al., 2017).
Actualmente, son pocos los estudios genéticos en series de casos con DNS de inicio
temprano, y la mayor parte estan dirigidos a la busqueda de variacion en SCN54,
probablemente debido al uso de la secuenciacion capilar como método de deteccion de
variacion genética (Tabla 7.1). De acuerdo con estos estudios, las mutaciones en
SCN5A explican hasta el 30-40% de los casos familiares o de inicio temprano con DNS;
mientras que las mutaciones en HCN4 explican solo el 4% de los casos (Abe et al.,
2014; Benson et al., 2003; Ishikawa ef al., 2017). En comparacion, en nuestro estudio el
69% de los casos resultd portador de variantes raras en SCN5A. En comparacion, se

encontr6 una frecuencia similar de casos con cambios en HCN4 (8% de los casos). La
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Tabla 7.1 Estudios genéticos en series de casos de
DNS de inicio temprano reportados en la literatura

Estudio (OIS Estrate.gla‘(}e H.a lla}zgos Mutaciones identificadas Frecuelfcm de Referencia
explorados secuenciacion principales mutaciones
i i En SCN54:
7 familias con bradicardia sinusal (4 in Identlﬁ'camon de6 "
utero) e implantacion de marcapasos Region codificante e mutaciones (con * G1408R + P1298L
pa . Dasos. o810 Secuenciacion heterocigocidad compuesta) * R1632H (rs199473286) + N Benson et al.
Los 4 casos in utero tenian defectos intronica flanqueante . e A 43% en SCN5A
- - . R capilar Sanger en SCN54 en 3 familias. T220I (r345620037); 2003
cardiacos congénitos (i.e. estenosis aortica, de SCN5A P
estenosis pulmonar; sindrome de heterotaxia) La edad de diagndstico de * R1632H (rs199473286)+
> los portadores fue 2-9 afios. F1617del
Identificacion de 6
Region codificante e mutaciones en SCN54 en 5 | En SCN54:
intronica flanqueante: familias. La expresion de la o M1880V+ 801_803del/ins
15 casos indice y familiares con DNS de SCN5A, HCN4, Secuenciacion enfermedad en los portadores R219H 33% en SCN5A Abe et al.
origen japonés KCNQ1, KCNH2, capilar Sanger fue variable (e.g. e D1275N ’ 2014
KCNJ3, MYH6, GJAS asintomaticos; con DNS; con | e L1786fsX2
y IRX3 SQTL, SBr o flutter e E1784K

auricular, sin DNS)

Estudio en:

e 2 familias con DNS y

o 7 familias con alteraciones de la
conduccion

246 cardiogenes

SNG en panel
Agilent por disefio

Identificacion de variantes
reportadas como causales de
enfermedades cardiacas,
incluyendo la ECC en 3
pacientes sin DNS.

e Paciente con bloqueo cardiaco
completo (bloqueo AV 3° grado):

LDB3-D117N (rs121908338) +
TRPM4-G844D (rs200038418)

e Paciente con Bloqueo AV:
TRPM4-G844D (rs200038418) +
ABCCY9-V7341 (1361688134)

e Paciente con bloqueo AV
congénito:

SCN5A4-T2201 (rs45620037) +
APOB-R3527Q (rs5742904)

Ninguna mutacion
en los casos con
DNS
(diagnosticados
antes de los 12 y
22 anos)

Celestino-Soper
et al., 2015b
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Tabla 7.1 Estudios genéticos en series de casos de
DNS de inicio temprano reportados en la literatura (continuacion)

Estudio TG Estrategla.(,le H.a lli}zgos Mutaciones identificadas Frecuer{cna = Referencia
explorados secuenciacion principales mutaciones
Estudio caso-control: 30 casos
esporadicos de DNS vs 80 controles
de poblacion coreana. Los casos Identificacion de 4
excluyeron pacientes con: mutaciones En SCN54:
e FA Reaion codifi S . raras (2 nuevas) en SCN3A. * E1025D
e FV cgon codt génte ceuenciacion La edad promedio de los ¢ D1275N 13 % en SCN5A Lee et al. 2016
o Flutter auricular (ex6n 2-28) de SCNSA capilar Sanger pacientes fue 55 £ 8.8 aflos e Fl616Y
e Bloqueo AV (no se especifica el uso de © S1710L (rs137854604)
e SBr marcapasos)
e Anormalidades cardiacas

SNG con panel de

La mutacion ANK2-11855R
fue identificada en un

535 casos con distintas CAs y MCPs, Analsisi genético . . En ANK2: o Ichikawa,
incluyendo 22 casos con DNS/FA. dirigido al gen ANK2 46 cardiogenes; y . . hombre * [1855R 4.5% en ANK2 Etal. 2016
exoma completo diagnosticado con DNS a los
44 anos.
En HCN4:
Region codificante de: Se identificaron 2 : 22?{;‘;
S cglon codrican’c ae: Secuenciacion mutaciones en HCN4 en dos 7.8 % en SCN5A Ishikawa et al.
o 38 familias japonesas con DNS. SCNS5A, LMNA y . . . o
HCN4 capilar Sanger fam;l&as,i 3 rr;u;acg)lr'les en En SCN5A: 5.2% en HCN4 2017
'N5A en 3 familias «N1354K
*N1372R
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http://exac.broadinstitute.org/variant/3-38592734-G-A

mayor frecuencia de mutaciones en SCN5A en contraste con otras series reportadas podria
deberse a los distintos criterios de inclusion/exclusion entre estudios (e.g. en el presente
estudio fueron excluidos casos con alteraciones estructurales) y a la gravedad de nuestros
casos (todos fueron portadores de un marcapasos/DAI, la mayoria a una corta edad). Sin

embargo, esta frecuencia podria cambiar al aumentar el nimero de casos estudiados.

7.3.1 Espectro de mutaciones en casos de DNS de acuerdo a la edad de inicio

Los casos con mutaciones en SCN5A4 fueron diagnosticados a edades més tempranas (< 16
afios) en comparacion con el tnico portador de una mutacion en HCN4, diagnosticado hasta
los 31 afios; lo cual resulta similar a lo reportado en otros estudios, donde los portadores de
mutaciones en HCN4 requieren la implantacion de marcapasos a una edad mas avanzada en
comparacion con los portadores de mutaciones en SCN5A (Ishikawa et al., 2016; Macri et
al., 2014; Milano et al., 2014; Schweizer et al., 2014). Por otro lado, los portadores
homocigotos compuestos de mutaciones en SCN54 con DNS suelen presentar sintomas

durante en la primera década de la vida, consistente con la DNS temprana en DNS-03.

7.3.2 Fenotipos mixtos en portadores de mutaciones en SCN5A

La mayor parte de las mutaciones en SCN54 se localizaron en la region mas distal del canal
de Nav1.5, incluyendo el asa-P del dominio IV que forma parte del filtro de selectividad del
canal de sodio (p.T1708N, p.S1710L y p.D1741fs) y la region C-terminal (p.A1778D)
importante para la inactivacion del canal (Figura 7.3). Notablemente, las mutaciones
SCN54-p.T1708N y SCN54-p.S1710L (rs137854604) se encontraron en pacientes con
otras CAs, sugiriendo que esta region podria estar implicada en el desarrollo de fenotipos

mixtos (Abriel & Zaklyazminskaya, 2013).
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T1708N
S1710L

Figura 7.3 Mutaciones en SCN5A en pacientes con DNS. Se muestran los residuos mutados en Navl.5a
(circulos rojos) y polimorfismo SCN54-HS558R se muestra como un circulo azul.

La mutacion SCN5A4-p.S1710L fue estudiada previamente y se determind que causa
alteraciones en la inactivacion rapida, aumento en la inactivacion lenta y un desplazamiento
positivo de la activacion (Sasaki, 2004). Por otro lado, el estudio electrofisidlogico de la
mutacion p.T1708N en células HEK-293 revel6 una importante reduccion en la corriente al
pico de sodio y un incremento de la INa tardia. Aunque alterando distintos parametros
electrofisiologicos del canal, ambas mutaciones tienen en comun causar 2 efectos
simultdneos aparentemente opuestos: 1) una importante reduccion de la duracion o
intensidad de la INa al pico (disminucién de la funcién); y 2) un incremento de la INa tardia
o persistente (aumento de la funcion). Este mismo fenomeno fue previamente reportado
para la mutacion p.1795insD identificada en pacientes con fenotipos mixtos, que incluyen
bradicardia, retraso en la conduccion cardiaca, prolongacion del intrvalo QTc y elevacion
precordial de intervalo ST (Postema et al., 2009; Remme et al., 2006) Notablemente, la
mutacion p.1795insD también disminuye la INa al pico, pero aumenta la INa tardia lo que
es suficiente para prolongar el QTc y causar SQTL; al mismo tiempor que produce un
cambio negativo en la dependencia de voltaje de la inactivacion, que se ha mostrado que
provoca bradicardia y elevacion en el ST y DNS en pacientes con Sindrome de Brugada

(Portero et al., 2017; Remme et al., 2006).

Por otro lado, llamo la atencidon que los portadores de la mutacion p.T1708N tienen un

fenotipo mixto de presentacion variable, inluyendo QTc prolongado, SBr o DNS incluso
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entre portadores en la misma familia. Es posible que otras variantes pudieran explicar dicho
comportamiento, por lo que sera necesario estudiar la co-segregacion de polimorfismos en
genes de CAs en la familia, aunque en algunos casos sea complicado dado el enorme
numero de variantes en un solo individuos, identificadas en genes que codifican proteinas
cardiacas de funcién desconocida en la actividad eléctrica del corazén. Pese a ello, se
identifico una variante rara (p.M3111) en ANK2 en el caso SBr-01, que podria contribuir al
fenotipo de SBr en su portador, aunque es necesario llevar a cabo estudios

electrofisiologicos para confirmarla.

Por otra parte, se sabe que el canal Navl.5 se encuentra asociado a multiples proteinas
accesorias que regulan su funcion y localizacion (Veerman et al., 2015). Especialmente,
Navl.5 interactia con las subunidades S1 (pese a existi 4 isoformas, fl1-4). Las
subunidades £ pueden modular las propiedades biofisicas de Nav1.5, asi como su densidad
y localizacion en la membrana. Ademads, existen otras proteinas regulatorias como: 1)
proteinas de anclaje/adaptadoras, que regulan el transito y anclaje del canal en dominios
especificos de la membrana, como la ankirina-B que regula el trafico de Nav1.5; 2) enzimas
que interactuan y modifican la estructura del canal, como cinasas o ligasas de ubiquitina
(modificadores post-transduccionales), la camodulina-cinasa II que fosforila a Navl.5 y
modula sus propiedades biofisicas (favorece cambios hiperpolarizantes de la curva de
inactivacion en el estado estable; enlentece la recuperacion de la inactivacion y aumenta la
corriente tardia); y 3) proteinas que modulan las propiedades biofisicas del canal, como la
caveolina-3. De hecho, las mutaciones en CAV3 resultan en un incremento en la corriente
tardia. Determinar la presencia de fenotipos mixtos de expresividad variable en una misma
familia en casos con mutaciones en el canal Navl.5 es complicado ya que su funcién y
localizacion estan altamente reguladas. Ademas, varios grupos de investigacion han
propuesto que la subunidad o de Navl.5 podria ser parte de un complejo multiproteico
compuesto por Navl.5 y otras proteinas clasificadas en los 3 grupos antes mencionados,
que regulan su expresion y funcion. Debido a lo anterior, el modelo experimental ideal para
estudiar las mutaciones de Navl.5 y otros canales idnicos son los cardiomiocitos derivados

de células madre pluripotenciales de humano.



7.3.3 Posibles nuevos genes de DNS: TRPM4 y CAMK2A

Debido a que son pocos los estudios genéticos en series de casos con DNS y en su mayoria
se han dirigido al estudio de genes candidato (principalmente SCN54) es posible que el
espectro de mutaciones implicadas en esta enfermedad no esté completamente explorado.
En contraste, en este estudio se analizaron >80 cardiogenes, permitiendo explorar otros
genes nunca vinculados con la DNS, e identificar mutaciones raras en TRPM4, CAMKII y
TNNI en los casos: DNS-10 y DNS-11, en quienes no se identificé ninguna mutacién en un

gen considerado causal de DNS.

La mutacion p.K914X (rs140799936) se encontrd en un alelo de TRPM4 del caso DNS-10.
Este gen codifica un canal idnico despolarizante no selectivo activado por Ca**, altamente
expresado en el corazon (Guinamard et al., 2015). A la fecha, se han reportado >20
mutaciones en este gen que causan enfermedad de la conduccion cardiaca y SBr (Launay et
al., 2002; Kruse et al., 2009). Particularmente, TRPM4-p.K914X esta reportada como
causal de SBr y MS infantil. Esta mutacion se encuentra dentro de un sitio de
SUMOlacién?® altamente conservado; y se ha mostrado que disminuye la expresion del
canal en la membrana, lo que resulta en la pérdida de su funcion (Stallmeyer et al., 2012;
Liu et al, 2013). A pesar de que el efecto patogénico de TRPM4-p.K914X ha sido
demostrado, no esta claro como podria causar DNS en otros pacientes. Sin embargo, dado
que TRPM4 se expresa en el tejido nodal y conductivo, por lo que es probable que tenga un

papel importante en la funcion del NS (Guinamard et al., 2015).

Interesantemente, el caso DNS-10 también presentod la variante rara CAMK2A4-p.A483V
(rs767783317), reportada en NCBI (ausente en ExXAC Browser) sin asociacion a un
fenotipo particular. E1 gen CAMK2A codifica la cinasa CaMKII dependiente de Ca** y
calmodulina (CaM), que mediante su interaccion con TRPM4, participa en la regulacion de

la ritmicidad con que las transientes de Ca®" se generan en algunas células del sistema

3 SUMO (de sus siglas en inglés small ubiquitin-like modifier) es una pequefia proteina de aproximadamente
100 aminoacidos (unos 12 kDa) que modifica covalentemente a otras proteinas en las células de diversos
organismos para regular un gran numero de procesos bioldgicos (e.g. transcripcion genética, ciclo celular,
apoptosis, trafico intracelular e intranuclear, y estabilidad de las proteinas) (Owerbach, McKay, Yeh, Gabbay,
& Bohren, 2005).
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nervioso central (Funk et al. 2013; Mironov, 2013). Dado que el manejo de Ca*" es un
importante contribuyente en la funcién de marcapasos del NS (‘reloj de Ca®") y las
mutaciones que alteran la concentracion de Ca®" se asocian con bradicardia sinusal, es
posible que TRPM4-p.K914X pudiera tener un papel en la DNS gracias a su interaccion
con CAMK2A-p.A483V (Bartos et al., 2015)., aunque sera necesario llevar a cabo estudios
funcionales adicionales que muestren el efecto de cada una de estas mutaciones y de su

efecto conjunto.

7.4 Espectro de mutaciones en casos con SBr

La mayor parte (67%) de los casos con SBr en este estudio fue portador de una variante
potencialmente patogénica en un gen causal de SBr. De acuerdo a lo reportado en la
literatura s6lo en el ~20-30% de los casos con SBr logra identificarse una mutacion
potencialmente causal del sindrome, lo que significa que el rendimiento de la prueba

genética en este estudio fue mayor a lo esperado (Antzelevitch et al., 2005).

Aun cuando el SBr estd considerado una CA genéticamente heterogénea, la mayor parte
(~95%) de las variantes potencialmente causales suelen encontrarse en SCN5A4 (Abriel &
Zaklyazminskaya, 2013; Sarquella-Brugada et al., 2015; Selga et al., 2015). De manera
similar, el 75% de las variantes potencialmente patogénicas identificadas en este estudio se
localizaron en SCN54; mientras que la variante restante se localizd6 en SCN2B, un gen

causal de SBr poco frecuente (Selga et al., 2015) (Figura 7.4).

Notablemente, entre los casos sin mutaciones en un gen causal de SBr, uno fue portador de
una variante en SNTA 1, un gen causal de SQTL (tipo 12) (Wu et al., 2008), y en VCL, un
gen causal de miocardiopatia dilatada (Wells et al., 2011; Zhao et al., 2015).
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Figura 7.4 Distribucion de mutaciones genes reportados como causales de SBr en este estudio (color oscuro)
y en la literatura (color claro).

7.4.1 Posible nuevo gen de SBr: SNTAL

La variante SNTAI-p.R402W (rs373387978) se encontré6 en el caso SBr-05, quien
aparentemente no es portador de otras mutaciones en genes causales del SBr. SNTA!
codifica una proteina adaptadora de membrana o proteina sintrofina-1, que forma parte del
complejo asociado a distrofina en células cardiacas y que media la interaccion entre Navl.5
y los complejos de 6xido nitrico sintasa (nNOS) y ATPasa de Ca’** de la membrana
plasmatica (PMCA4b) (Ueda et al., 2008). A la fecha, se han descrito mas de una decena de
mutaciones en SNTAI, todas causales de SQTL (tipo 12), sin que ninguna haya sido
reportada en pacientes con SBr (Cheng ef al., 2009; Remme ef al. 2013).

En particular, la variante rara SNTAI-p.R402W (ExAC, MAF: 4.9x10°) ha sido
previamente reportada en un caso con SQTL del Hospital de Nifios de Philadelphia, EUA
(ClinVar del NCBI); aunque no ha sido estudiada funcionalmente, por lo que sera necesario
llevar a cabo este tipo de estudios para determinar su posible efecto patogénico. Pese a ello,
se sabe que las mutaciones en SN7A4/ pueden alterar significativamente la INa pico y la INa
tardia de Nav1.5 mediante la interaccion del este canal con el complejo macromolecular
nNOS-SNTA1-PMCA4b (Cheng et al., 2009), por lo que resulta probable que SNTA1-
p-R402W pudiera tener un efecto patogénico, lo que sitia a SNTAI como un potencial gen

nunca antes definido como causal de SBr.
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7.5 Espectro de mutaciones en casos con TVs polimoficas

Los 2 casos con TVCP genéticamente estudiados en el presente trabajo fueron portadores
de una mutacion en RYR2, considerado el principal gen causal de TVPC. Ambas
mutaciones se localizaron en uno de los 3 hotspots que albergan la mayor parte de las
mutaciones causales de esta enfermedad, lo que sugiere que se tratan de mutaciones
patogénicas (Medeiros-Domingo et al., 2009). Con base en ello, puede decirse que el
rendimiento de la prueba genética fue mayor a lo reportado en otros estudios, donde
encuentran mutaciones putativamente patogénicas en el 50% de los casos con TVPC (Priori
et al., 2002; Tester et al., 2004; Napolitano et al., 2014; Mazzanti et al., 2014). Sin
embargo, es posible que el espectro de mutaciones pueda enriquecerse conforme se incluya

un mayor nimero de casos mas adelante.

El estudio genético de nuestros casos constituyd una valiosa herramienta para el
diagnodstico definitivo de TVPC, en quienes la prueba de esfuerzo suele ser el recurso
diagnostico mas util durante la valoracion clinica (Tanaka et al., 2015). El caso TVPC-01
fue el Unico portador de la mutacion RYR2-p.G3946S en la familia, asi como el unico
familiar sintomatico (con TV bidireccional durante la prueba de esfuerzo), por lo que se
consider6 una mutacion causal de novo. Esto permitié dar el consejo genético a los
familiares y descartar riesgo de MS en éstos. Aunque no fue posible estudiar a la familia
del caso TVPC-02 (portador de la mutacion RYR2-p.S408P), abri6 la posibilidad de detectar

a familiares en riesgo mas adelante.

Las TVs monomorficas ocurren comunmente en pacientes con enfermedad coronaria,
infarto agudo del miocardio o miocardiopatias (e.g. dilatada, hipertréfica, chagasica).
asociadas focos irritativos aislados, generalmente no atribuibles a defectos genéticos, sino
mas bien a defectos anatomicos. Sin embargo, en raras ocasiones suele ser causada por
defectos en canales i0nicos (Wolpert et al., 2017). Aunque la falta de evidencia genética en
este estudio no descarta una CA en TVMC-0I (pues no se llevd a cabo el escrutinio del
genoma completo), permitid hacer consideraciones sobre su tratamiento, limitdndolo al uso

de S-bloqueadores y descartandolo el DAI como primera linea de tratamiento.
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7.6 La autopsia molecular en un caso de MSI: modelo de Kv7.1/p.A300T/p.P535T

La MS en un nifio es un evento devastador, con importantes implicaciones médicas para los
familiares sobrevivientes (Ackerman et al., 2016). Debido a que la MSI puede ser la
primera manifestacion de una enfermedad cardiaca heredada desconocida, la autopsia
molecular puede ser util para determinar la causa de la muerte e identificar a los familiares
en riesgo, para la adopcion de estrategias preventivas (Semsarian et al., 2015). A pesar de
que las guias actuales forenses recomiendan la autopsia molecular como parte del protocolo
de rutina en los casos de MS infantil, en M¢éxico la autopsia molecular todavia no se
incluye ni se ofrece como estandar de atencion en los protocolos forenses. Enfrentando la
devastacion de la MS en una persona joven, no es raro que los padres o la familia rechacen
una autopsia cuando es legalmente posible. Sin embargo, es mucho mas facil para ellos
aceptar la toma de sangre o tejido de la victima de MS cuando se ofrece esta posibilidad.
Esto es particularmente importante dado el riesgo de las pruebas genéticas en familiares (y

no directamente en la victima de MS) (Ackerman et al., 2016).

En este estudio, el andlisis genético post-mortem reveld que una nifia que sufrio MSI era
heterocigdtica compuesta para dos variantes de KCNQI (p.A300T/p.P535T). KCNQI es el
principal gen causal de SQTL, y se han reportado més de 500 mutaciones en KCNQI que
causan este sindrome (Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM, 1985). Las
mutaciones heterocigotas KCNQ/ causan el sindrome de Romano Ward de herencia
dominante (SQTL tipo 1), mientras que las mutaciones homocigotas o heterocigoticas
compuestas en KCNQI causan el sindrome Jervell Lange-Nielsen (JLN), una forma
recesiva rara de SQTL, caracterizada por una marcada prolongacion del QTc y sordera
neurosensorial congénita. Sin embargo, curiosamente algunos individuos con mutaciones
en ambos alelos de KCNQ! se presentan sin sordera (sindrome recesivo de Romano Ward),
lo que podria constituir un patrén de herencia de SQTL mas comin de lo que se habia
anticipado previamente. Sin embargo, se ha sugerido que las personas con sindromes
recesivos de SQTL-RW deberian tratarse como un subgrupo de SQTL con mayor riesgo de
MS, al igual que sus contrapartes con SQTL-JLN (Giudicessi & Ackerman, 2013). En este

sentido, las mutaciones heterocigotas compuestas y el fenotipo severo observado en el caso
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indice resultan compatibles con el sindrome de Romano Ward autosémico recesivo

(Westenskow et al., 2004).

La variante p.A300T ha sido reportada previamente como una variante con un efecto
modesto que causa SQTL-RW soélo en el estado homocigoto; mientras que la variante
p.-P535T es nueva y clasificada como VUS segun los criterios de Campuzano ef al. (2015).
La madre que era heterocigota para la variante p.P535T era asintomdtica y mostrd una
medicion de QTc limitrofe. Sin embargo, con el ejercicio fisico se identificaron
anormalidades de repolarizacion y el intervalo QTc se prolongé significativamente. De
acuerdo con ello, se generaron modelos proteicos in silico que permitieran una mayor
comprension de los mecanismos que podrian causar una forma severa de SQTL-RW en la

nifia, y un cuadro mas moderado de SQTL-RW en la madre.

Modelo Kv 7.1

Al igual que otros modelos reportados en la literatura es entre S5 y S6 forma el filtro de

selectividad de iones (Grizel et al., 2014; Taylor & Sanders, 2017).

eueiquiaw

Citoplasma

Dominio C-terminal

Dominio N-terminal

Figura 7.5 Estructura general de los canales Kv. A. Vista extracelular del canal Kv quimérico Kv1.2/2.1 en el
estado abierto, mostrandose en color las hélices de un monémero B. Esquema de la secuencia de aminoacidos
de la subunidad « de un canal Kv genérico (Fowler & Sansom, 2013; Grizel et al., 2014).

El dominio D4 de nuestro modelo correspondio a las hélices A y B intracelulares

(previamente descritas por Wiener ef al., 2008) que forman un sitio de union a CaM, mismo
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que fue previamente cristalizado y descrito por Sachyani et al. (2014). El dominio D6 no se

modelo, pero corresponde a las hélices C y D descritas por Sachyani et al. (2014), que

forman una estructura coiled-coil tetramérica paralela (Howard et al., 2007; Wiener et al.,

HEEE ﬂmt

——_, . —

2008) (Figura 7.6).

\

Figura 7.6 Modelo de interaccion de las hélices C y D del dominio C-terminal de Kv7.1 propuesto por
Howard et al. (2007) y Wiener et al. (2008.).

KCNQI-p.A300T

La variante A300T fue descrita por primera vez como causal de una forma recesiva de
SQTL-RW en un nifio con audiciéon normal que era homocigoto para la variante KCNQI-
p-A300T. Ambos padres eran portadores heterocigoticos A300T y tenian intervalos QTc
normales, incluso después del ejercicio (Priori et al., 1998). De acuerdo con ensayos de
tincion inmunofluorescente se demostrd que los canales homocigotos mutantes Kv7.1-T300
se transportan a la superficie celular (Bianchi ef al., 2000). Aunque la variante se ha
considerado en la literatura como un cambio que provoca una ganancia en la funcion (GdF)
(Kang et al., 2008a; J. Smith, Vanoye, George, Meiler, & Sanders, 2007), el fenotipo
electrofisiologico es de hecho mixto, mostrando una severa reduccion en la corriente total,
una mayor velocidad de activacion a potenciales mas negativos (i.e. curva de activacion
desplazada hacia la izquierda respecto a la del canal silvestre), por lo que la combinacion de
estas caracteristicas hace que A300T sea en realidad una variante con un moderado efecto

de pérdida de la funcion (Bianchi et al., 2000; Priori et al., 1998). De acuerdo con los
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modelos previos de Kv7.1, nuestro modelo WT predijo la ubicacion de A300 en el asa-P,
que colindan con los residuos del segmento S1 de la subunidad adyacente (Kang et al.,
2008b; J. A. Smith, Vanoye, George, Meiler, & Sanders, 2007). Estos modelos han
predicho que A300T se encuentra dentro de una hendidura entre subunidades, que
interactiia con la subunidad auxiliar KCNEI (minK) del canal Kv7.1. Dicha interaccion
permite regular la actividad de Kv7.1 al: 1) retrasar su apertura, 2) dependencia al voltaje
de la activacion hacia potenciales mas positivos, 3) incrementando la conductancia del
canal y 4) suprimiendo la activaciéon de inactivacién de canal (Barhanin et al., 1996;
Lundby et al., 2010; Sanguinetti et al., 1996). Curiosamente, muchas variantes GdF se
encuentran en esta hendidura, lo que sugiere que aumentan la funcion del canal al impedir
la interaccion de Kv7.1 con el dominio transmembrana de minK (Kang et al., 2008b; J. A.
Smith et al., 2007). Sin embargo, en contraste con muchas variantes GdF que no estan
ubicadas en el asa-P y que aumentan la corriente en células completas (S140G, V141M,
1274V) (Smith et al., 2007), A300T disminuye severamente la corriente total (Bianchi et
al., 2000; Priori et al., 1998).

La movilidad del DSV y DP es crucial en la activacion dependiente del voltaje, que implica
la activacion del sensor de voltaje, la apertura de poro y el acoplamiento DSV y DP (Cui,
2016). De acuerdo con los analisis de movilidad, los nuevos puentes de hidrogeno que se
predice que ocurrirdn entre el residuo mutante T300 y los residuos S143/T144 afectarian
gravemente la movilidad de los segmentos interhelicales S1-S2 del mondmero adyacente y
afectarian ligeramente la movilidad de los residuos que rodean T300. No esta claro como
estos cambios de movilidad se correlacionan con el fenotipo biofisico de esta variante,
particularmente la disminucion de la corriente. Sin embargo, estd claro que el
homotetramero T300, que es el Unico tipo de canal encontrado en un individuo homocigoto
A300T, mostrd el perfil de movilidad més gravemente afectado, muy similar al de los
tetrameros formados por tres o dos mutantes T300 adyacentes. De manera interesante, los
patrones de movilidad de los tetrdmeros que incluyeron dos cadenas T300 no adyacentes o

solo una cadena fueron mas similares al tetramero WT.
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Kv7.1-p.P535T

Las consecuencias biofisicas de la variante p.P535T no se han caracterizadas, y se
desconoce si el canal mutante p.T535 se expresa y alcanza la membrana celular. Nuestro
modelo predijo que la presencia de una treonina en la posicion 535 extenderia la hélice B e
interrumpiria la formacion del sitio de uniéon a CaM por impedimento estérico. El modulo
de unién a CaM parece tener una doble funcion: a) una funcidon del sensor de calcio que
afecta la activacion del canal y estimula la funcion Kv7.1; y ) un papel en el plegamiento y
el trafico de canales (Ghosh et al., 2006; Haitin & Attali, 2008; Soldovieri et al., 2011).
Esto sugiere que las subunidades mutantes pueden tener defectos de co-ensamblaje o
trafico. Si este fuera el caso, la variante p.P535T en la madre causaria SQTL-RW por
haploinsuficiencia. Ademas, en el nifio heterocigdtico compuesto, si solo las cadenas T300
mutantes se tetrdmero, esto simularia un estado homocigotico p.A300T, que es compatible
con su fenotipo severo. Nuestro modelo sugiere que la variante p.P535T tiene un efecto
patogénico. Sin embargo, una importante limitacién de nuestro trabajo es la necesidad de
caracterizar el fenotipo biofisico de esta variante, tanto en presencia como en ausencia de

Mink antes de llegar a conclusiones definitivas.

7.7 Polimorfismos comunes y raros asociados a SQTL

En la ultima década, los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) han
permitido identificar al menos 35 /oci que afectan la longitud del intervalo QTc (Arking et
al., 2014; Kapoor et al., 2016; Silva et al., 2016), mientras que el analisis combinado de
secuenciacion de exoma y ligamiento identificaron una variante rara en FCRL2-(p.S238C,
rs74608430) asociada a valores de QTc (Wieneke et al., 2016). Por otro lado, la
identificacion de SNPs asociados a niveles patologicos de QTc en familias con mutaciones
patogénicas podrian explicar la variabilidad en la expresividad y la penetrancia incompleta

comunmente observada entre portadores de estas familias (Refsgaard et al., 2012).

En este estudio, se identificaron 10 variantes de un s6lo nucledtido (SNVs) en casos con
CAs, con mayor frecuencia alélica en poblaciones latinas de ExXAC Browser. Entre éstas, 3

(KCNQI1-p.D446E, CASQ2-p.VT6M, RYR2-p.H887P) fueron mas frecuentes en casos de
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SQTL vs controles (del estudio GEA: Villarreal-Molina et al., 2012), las 2 ultimas con
tendencia a la significancia. Ninglin estudio previo habia asociado estas variantes con algun
rasgo electrocardiografico. Tratandose de variantes predominantemente latinas, estos
hallazgos sugieren que la susceptibilidad al desarrollo de CAs (genética o adquirida) puede
variar entre poblaciones; ademds de que aportan evidencia de que el intervalo QTc es un

rasgo cuantitativo.

KCNQI1-p.D446E

La variante KCNQI-p.D446E (c.C1338C>G; rs199472780) se encontr6 en 2 casos con
SQTL (SQTL-10 y SQTL-19); mientras que estuvo ausente en los controles mexicanos,
siendo esta diferencia significativa bajo el modelo dominante (p=0.0003). Su presencia en §
individuos de ExXAC (MAF=0.008), evidencia que esta variante en la poblacion excede la
prevalencia del SQTL (1:2000 individuos), descartandola como una mutacioén causal. Sin
embargo, aun es posible que esta variante KCNQI-p.D446E tenga un efecto patogénico

relevante:

Ademés de KCNQI-p.D446E, el caso SOTL-19 presentd 2 SNPs raros: ANK2-p.G2221E
(rs185384934) y SCN5A-p.V1951L (rs41315493). La madre, asintomatica hasta los 62 afios
y portadora de ambos SNPs, presento trastornos inespecificos de la repolarizacion (i.e. QTc
limitrofe y alteraciones de la onda T); mientras que el padre y primos paternos,
asintomaticos y portadores de KCNQ1-p.D446E, presentaron otros trastornos inespecificos
de la repolarizacion (i.e. elevacion del punto J y repolarizacion precoz). En cambio, el caso
SQOTL-19, es portador de las 3 variantes y ha sufrido MSR y arritmias graves, lo que sugiere
que KCNQI-p.D446E participa en la prolongacion del QTc. Sin embargo, sera necesario

llevar a cabo estudios funcionales que muestren su efecto.

CASQ2-p.V76M

CASQ?2 es un gen que causa TVPC en forma recesiva (Faggioni ef al., 2012). De acuerdo
con ello, la variante CASQ2-p.V76M (c.226G>A; rs10801999) mostrd ser mas frecuente en
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casos con CAs vs controles, con una tendencia a la significancia bajo el modelo recesivo
(p=0.068). Notablemente, los unicos portadores homocigotos de CASQ2-p.V76M (n=4)
fueron pacientes con SQTL. Ademas, la frecuencia alélica de CASQ2-p.V76M fue del
2.16% en controles, 7.8% en todos los pacientes con CAs, y 13.8% en pacientes con SQTL,
lo que sugiere que esta variante podria tener un papel en la duracion del intervalo QT;
aunque debe considerarse que es una muestra pequefia que debe ampliarse y

complementarse con estudios funcionales de la variante.

RYR2-p.H887P

La variante p.RYR2-p.H887P (rs561321743) mostr6 ser mas frecuente en casos con CAs vs
controles (MAF=0.02), con una tendencia a la significancia bajo el modelo dominante
(p=0.099). Esta variante esta reportada casi exclusivamente en individuos latinos de ExAC
Browser (MAF=0.0007) y a la fecha no se ha vinculado con ninguna patologia segin

ClinVar (www.ncbi.nlm.nih.gov). Sin embargo, esta variante se identificé exclusivamente

en pacientes con SQTL. Ya que algunos polimorfismos en RYR2 han sido asociados
previamente a alteraciones en la liberacion de Ca®" y algunas mutaciones en RYR2 se han
identificado en pacientes con diagnostico inequivoco de SQTL (Fujii et al., 2017), es
posible que p.RYR2-p.H887P pudiera estar asociado al SQTL. Sin embargo, serd necesario

ampliar en nimero de casos para determinar una asociacion es significativa.

7.8 Retos y Perspectivas en el Diagndstico Genético-Molecular de las CAs

Hace 2 décadas, los estudios de ligamiento permitieron identificar un gran nimero de genes
causales de CAs; mientras que la secuenciacion capilar de genes candidato abri6 la
posibilidad de describir un amplio espectro de mutaciones potencialmente causales
(Kapplinger et al., 2009). Méas adelante se pens6 que la SNG seria ideal en la identificacion
de nuevos genes, ya que permite secuenciar todo el exoma o genoma en un s6lo ensayo
(Desai & Jere, 2012). Sorprendentemente, en la tltima década la secuenciacion de exoma
reveld s6lo 3 genes nuevos que causan CAs (CALMI-3); sin mejorar sustancialmente el

rendimiento de las pruebas genéticas preexistentes (i.e. solo resuelve el 80-85% de los
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casos con SQTL, el 30-70% de los casos con SBr y el 50-100% de los casos con TVPC)

(Crotti et al., 2013; Reed et al., 2015). Esto podria tener al menos 4 posibles explicaciones:

a) Limitaciones de las herramientas de secuenciacion. Primeramente, al igual que

cualquier método de andlisis, la SNG puede generar resultados falsos negativos. Asi,
en algunos casos de nuestro estudio no se encontraron mutaciones con DHPLC o SNG
sitio-dirigida, pero se encontraron mutaciones en genes causales conocidos de Cas
cuando se reanalizaron con otros paneles o con secuenciaciéon de exoma o genoma
completo. En segundo lugar, la SNG no permite identificar grandes deleciones,
inserciones o rearreglos estructurales. De acuerdo con ello, en un estudio subsecuente
realizado por nuestro grupo de trabajo logré identificarse una insercion grande en el

gen SCN5A del caso SOTL-28 mediante la técnica de MLPA.

b) Limitaciones en el conocimiento del genoma. En general, se considera que el 85% de

las mutaciones que causan enfermedades mendelianas ocurren en zonas codificantes
(Chong et al., 2015; Jamuar & Tan, 2015). Desafortunadamente por falta de
conocimiento de la biologia de las zonas no codificantes, no se tienen herramientas para
interpretar las consecuencias funcionales de variantes en zonas intronicas o de regiones
promotoras que pudieran causar enfermedades mendelianas. Serd importante incluir
estas zonas durante el andlisis de secuenciacion, intergrando el conocimiento generado
por proyectos como ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements, The ENCODE
Project Consortium) para poder en un futuro poder identificar mutaciones

potencialmente causales en estas regiones.

Complejidad genética de las CAS. La estrategia de diagnostico genético-molecular
generalmente se limita a la busqueda de mutaciones de alta penetrancia. Sin embargo,
cada vez son mas frecuentes los reportes que sugieren mayor complejidad genética en
las CAs y la existencia de casos digénicos u oligogénicos (Gunel et al., 2016). Sin
embargo, mostrar la complejidad genética de un caso con CA puede requerir el estudio
funcional de numerosas variantes, en ocasiones en modelos in vitro complejos (i.e.
cardiomiocitos derivados de células madre de pacientes con CAs) lo que puede limitar
su estudio. Ademads, variantes comunes en genes causales de CAs podrian contribuir al

fenotipo, agravando o modulando la expresividad de la enfermedad. Estas variantes
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deben ser identificados mediante enfoques alternativos, como los estudios de asociacion
caso-control a una CA, los estudios de asociacion a rasgos electrocardiograficos en la

poblacion abierta, o los analisis de variacion genética en fenotipos extremos.

d) La mayor parte de los genes causales han sido identificados. Es posible que tras un
analisis genético mas completo, se encuentre que s6lo una proporcion menor de casos
sean causados por genes nunca antes implicados en las CAs. En este trabajo,
encontramos varios casos con mutaciones en genes nunca antes implicados en la
enfermedad del paciente. Sin embargo, dichos genes habian sido previamente
reportados como causales de otras CAs o miocardiopatias arritmogénicas, lo que
sugiere que el analisis genético debe extenderse a un mayor numero de genes, siempre y

cuando se hayan agotado mutaciones en genes conocidos.

Por ultimo, es importante mencionar que el estudio funcional y de segregacion es
fundamental para un diagnostico genético-molecular certero. Los genes que codifican
proteinas esenciales en la funcidn eléctrica cardiaca (y que se ha mostrado causan MSC)
pueden albergar variacion neutral o no patogénica; lo que muestra que la identificacion de
una variante rara no implica un diagnostico definitivo, y asumir equivocadamente que una
variante es causal podria impactar negativamente un paciente o a sus familiares (Ackerman
et al., 2016; Klassen et al., 2011). Sin embargo, los estudios funcionales pueden ser
costosos, tardados y dificiles de llevar a cabo dada la naturaleza y funcion de la proteina; y
no todas las instituciones que realizan el diagnostico genético tienen acceso al estudio
funcional. Una alternativa, es analizar el posible efecto de algunas mutaciones mediante su
modelacién in silico, lo que permitiria obtener un panorama general del efecto de varias

mutaciones para optimizar el diagnodstico genético-molecular.
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VIII. CONCLUSIONES

e La secuenciacion de nueva generacion sitio-dirigida es una herramienta util en la
deteccion de mutaciones causales y potencialmente causales de CAs y MSC, cuyo
rendimiento diagndstico en pacientes mexicanos fue similar al reportado en otras

poblaciones.

e La secuenciacion del genoma completo o del exoma completo en 6 familias donde
la SNG sitio-dirigida no habia identificado mutaciones potencialmente causales de
CAs permitié identificar mutaciones en genes conocidos como causales de MSC

(KCNH2, KCNQI1, SCN5A4, SCN2B y ANK?2) en 5 de estas familias.

e El andlisis del espectro de mutaciones reveld que el gen RYR2 podria estar
implicado en el SQTL ademas de la TVPC; que el gen SNTAI podria estar
implicado en el SBr; y que los genes TRPM4 y CAMK2A podrian estar implicados
en la DNS.

e Los estudios funcionales in vitro apoyaron la causalidad de las mutaciones RYR2-
R2920Q y SCN54-p.T1708N en el SQTL y la DNS, respectivamente. La mutacion
RYR2-p.R2920 identificada en un paciente con SQTL-RW causé un aumento en la
sensibilidad de la proteina al calcio. Esto demuestra que la mutacion si afecta la
funcion, aunque se necesitan otros experimentos para asegurar que causa

prolongacion del intervalo QT.

e Las 3 variantes KCNQI-p.D446E, CASQ2-p.V76M y RYR2-p.H887P se asociaron
con SQTL en un abordaje de casos y controles, lo que sugiere que podrian jugar un

papel en la duracion del intervalo QTc en la poblacion mexicana.

e Aunque la mayoria de los casos con CAs se consideran desérdenes monogénicos es
posible que algunos casos sean causados por la interaccion de mutaciones
patogénicas con diferentes polimorfismos raros y/o comunes, lo que explicaria la

expresividad variable que suele observarse en pacientes con CAs.

e [a SNG permiti6 el diagnostico de SQTL mediante autopsia molecular en un caso
de MSI. Casi un afio después de la muerte, se identificaron las mutaciones p.A300T

y p.P535T en el gen KCNQI en DNA extraido de células de cordén umbilical
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almacenadas en un banco bioldgico al nacimiento. Esto permitio: 1) el diagndstico
post-mortem del caso, 2) la identificacion de familiares en riesgo de MS, y 3) el

consejo genético para esta familia.

La revision de la literatura, la segregacion y el modelo de proteinas sugieren
fuertemente que esta nifia se vio afectada con una forma recesiva del sindrome de
Ward de Romano. En particular, el modelo mostré que la mutacion A300T altera de
manera muy significativa la movilidad del tetramero KCNQI, mientras que la

mutacion P535T altera un sitio de unidn a calmodulina.
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IX. PERSPECTIVAS

1. Ampliar el estudio funcional de las mutaciones SCN5A4-p. T1708N y RYR2-R2920Q; y

comenzar el estudio funcional de otras mutaciones identificadas no previamente estudiadas.

2. Complementar el estudio funcional de las mutaciones con modelaje in silico de

proteinas.

3. Ampliar el estudio genético de los casos en los que no se identificé una mutacion, con
otras técnicas moleculares, tales como: 1) MLPA (multiple ligation-dependent probe
amplification), que permite identificar deleciones o inserciones > 150pb; 2) analisis in
silico de regiones no codificantes; 3) estudios de ligamiento en familias candidato, y 4)
continuar con la secuenciacion de exoma o genoma completo en familias con una estructura

adecuada.

4. Caracterizacion farmacoldgica in vitro de las mutaciones identificadas, con la intencion

de encontrar informacion util para llevar a cabo abordajes de medicina personalizada.

5. Complementar el estudio funcional con un modelo en cardiomiocitos derivados de
células madre pluripotenciales de humano y/o de pacientes con CAs, que permite explorar

el efecto de una mutacion directamente sobre el PA cardiaco.
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ANEXO 1
Figuras adicionales del modelo de Kv7.1
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Figura Anexo I. Diferencias de movilidad en los tetrimeros mutantes Vs silvestre. A. Seis posibles
combinaciones de un tetramero en un individuo heterocigoto de p.A300T y p.P535T. Las flechas indican la
distorsion estructural causada por la mutacion p.T300 en el mondémero adyacente (en tono mas oscuro). B.
Diferencia del factor B (A factor-B) en todos los dtomos del mondémero verde, azul o magenta (panel A) de
cada tetrdmero mutante (b, ¢, d, e y f) en comparaciéon con el tetramero silvestre (a). Los segmentos
correspondientes a los segmentos transmembranales del canal Kv7.1 se muestran en rojo (S1-S4 de una
subunidad) y naranja (S5-S6 en la subunidad adyacente). Las flechas muestran las posiciones de los residuos
S143-T144 y T300. El recuadro superior derecho muestra el mismo grafico a escala completa.

142



ANEXO I1
Paneles de secuencicacion de nueva generacion sitio dirigida

Panel Panel
Ion Ion
Gen TruSight Haloplex Torrent Gen TruSight Haloplex Torrent
ABCCS8 * EYA4 *
ABCG5 * FBN2 *
ABCGS * FGF12 *
ACTA2 * FHL2 *
ACTN2 * * FKTN *
ALMS1 * GAA *
ANK2 * * * GATAD1 *
ANKRD1 * * GCKR *
APOA4 * GJA5 * *
APOA5 * GJD4 *
APOB * GLA * *
APOC2 * GPD1L * * *
APOE * GPIHBP1 *
BAG3 * * HADHA *
BRAF * HCN4 * *
CACNALC * * * HEY2 *
CACNA2D1 * * HFE *
CACNB2 * * * HRAS *
CALML1 * * HSPB8 *
CALR3 * * ILK *
CAMK2A * JAGL *
CASQ2 * * * JPH2 *
CAV3 * * * JUP * *
CBL * KCNA5 * *
CBS * KCND3 * *
CETP * KCNE1 * * *
COL3A1 * KCNE1L *
COL5AL * KCNE2 * * *
COL5A2 * KCNES3 * * *
COX15 * KCNH2 * * *
CREB3L3 * KCNJ2 * * *
CRELD1 * KCNJ5 * *
CRYAB * KCNJ8 * *
CSRP3 * * KCNQ1 * * *
CTEL * KLF10 *
DES * * KRAS *
DLG1 * LAMA2 *
DMD * LAMA4 *
DNAJC19 * LAMP2 * *
DOLK * LDB3 * *
DPP6 * * LDLR *
DSC2 * * LDLRAP1 *
DSG2 * * LMF1 *
DSP * LMNA * *
DTNA * * LPL *
EFEMP2 * LTBP2 *
ELN * MAP2K1 *
EMD * MAP2K2 *
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ANEXO III
Consentimie
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Proyects: Estudio Clinico y Gendmice de Ja Insuficlencla Cardiaca, Arritmias
y la Muerte Sﬂhita,_ ‘Causadas por Cardiomlopatizs y Canalopatias
Arritmogénicas en Pacientes Mexicanos.

Invitssion & parbiciper v descripaian del proyacio

Estimadc Sr, (), 58 e hace una cordial imvitacion a parficipar en el proyscio con el
titin mencionado.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Sudden death in a child is a devastating event with important medical implications for surviving relatives.
Because it may be the first manifestation of unknown inherited cardiac disease, molecular autopsy can be helpful
to determine the cause of death and identify at risk family members. The aim of the study was to perform a
molecular autopsy in a seven year-old girl with sudden unexplained death, to find evidence supporting the
possible pathogenicity of mutations identified in inherited cardiac disease genes, and to clinically and genetically
assess first-degree relatives. DNA from the index case was extracted from umbilical cord cells stored at birth, and
DNA of first-degree relatives from blood samples. Targeted sequencing was performed using a Haloplex design
including 81 cardiogenes. Possible functional consequences of the mutations were analyzed using protein
modeling and structural mobility analyses. The child was compound heterozygous for KCNQI variants
p-Ala300Thr and p.Pro535Thr. Ala300Thr is known to cause long QT syndrome in the homozygous state, while
Pro535Thr is novel and of unknown clinical significance. The father and sibling were Ala300Thr heterozygous,
and had normal QTc intervals at rest and during exercise. The asymptomatic mother was heterozygous for
Pro535Thr, and showed borderline QTc at rest, but prolonged QTc during exercise. Protein modeling predicted
that Ala300Thr alters the mobility profile of the Kv7.1 tetramer and Thr535 disrupts a calmodulin-binding site,
probably causing co-assembly or trafficking defects of the mutant monomer. Altogether, the evidence strongly
suggests that this child was affected with a recessive form of Romano Ward syndrome.

Keywords:

Molecular autopsy

Recessive Romano Ward syndrome
KCNQ1

Protein modeling

1. Introduction syndrome (LQTS) (Michaud et al., 2009; Steinberg et al., 2016). Thus,

comprehensive or targeted genetic testing should be considered to es-

Sudden cardiac death (SCD) is a major cause of premature death in
young adults and children (Michaud et al., 2009). If death remains
unexplained after a thorough medical and legal investigation including
autopsy, histopathology and toxicology, it is referred to as sudden un-
explained death (SUD) (Christiansen et al., 2016). Post-mortem genetic
testing, also known as molecular autopsy, has revealed that a sub-
stantial number of these deaths are the result of inherited cardiac dis-
ease, including arrhythmic channelopathies such as congenital long QT

tablish probable cause of death and to facilitate the identification of
potentially at-risk relatives.

A molecular autopsy in unexplained death is of uttermost im-
portance for surviving relatives, particularly because surrogate genetic
testing can lead to serious mistakes (Ackerman, 2016). Diagnostic yield
of inherited cardiomyopathies or channelopathies varies widely, and a
negative test does mnot exclude inherited cardiac disease
(Tester & Ackerman, 2005; Tester & Ackerman, 2012; Hoffman, 2013;

Abbreviations: aa, amino acid; BWA, Burrows-Wheeler aligner; CaM, calmodulin; CPR, cardiopulmonary resuscitation; DNA, deoxyribonucleic acid; ECG, electrocardiogram; GOF, gain
of function; KCNE1, potassium voltage-gated channel subfamily E member 1; Kv7.1, voltage-gated potassium channel 7.1; Kv2.1, voltage-gated potassium channel 2.1; LQTS, long QT
syndrome; minK, minimal potassium channel subunit; MOE, molecular operating environment; ms, milliseconds; NGS, next generation sequencing; QTc, corrected QT interval; RMSD,
root mean square distance; SCD, sudden cardiac death; SUD, sudden unexplained death; TM, transmembrane; VUS, variant of unknown clinical significance; PDB, Protein Data Bank; VSD,

voltage sensor domain; WT, wildtype
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HR 71
QT 440/QTc 478

Miles & Behr, 2016). Moreover, determining the pathogenicity of a
given variant is crucial, but not always easy to achieve. When a variant
of unknown clinical significance (VUS) is found, pathogenicity should
be clarified through review of the literature, segregation analysis in the
family, and ideally, by performing in vitro functional studies. Protein
modeling can also be a valuable tool to propose hypotheses on the
structural basis of disease variant/phenotype relationships (Howard
et al., 2007; Smith et al., 2007; Wiener et al., 2008; Kang et al., 2008;
Xu & Minor, 2009; Gofman et al., 2012; Sachyani et al., 2014;
Nakajo & Kubo, 2015).

We present here a case of a 7 year-old girl who suffered sudden
unexpected death, whose parents refused an autopsy. Eleven months
after the event, the parents sought answers and were concerned with
the risk of sudden death for the girl's 5 year-old sibling. On explaining
the risks of surrogate genetic testing, the parents recalled that umbilical
cord cells had been stored at birth, and were used for post-mortem ge-
netic analysis. Next generation sequencing revealed the girl was com-
pound heterozygous for two KCNQI gene variants (Ala300Thr/
Pro535Thr). Review of the literature, family segregation analysis and
protein modeling strongly suggested that the girl suffered a recessive
form of Romano Ward syndrome.

2. Materials and methods
2.1. Subjects
The parents of a girl who died suddenly at age 7 were referred to the

National Institute of Genomic Medicine in Mexico City 11 months after
her death, seeking post-mortem diagnosis. The girl had apparently
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HR 68
QT 440/QTc 468

HR 109
QT 400/QTc 539

Fig. 1. ECG of the proband's mother. A. Baseline 12-lead ECG. B. Baseline ECG during exercise treadmill test. C. QTc interval at minute 3 of recovery after the exercise stress test.

normal hearing and a history of self-limited syncope associated with
physical activity, which began at age 5 years. A total of 7 syncope
events between ages 5 and 7 were referred. She was misdiagnosed with
benign dysautonomia at age 6 and was treated with propranolol for six
months. Propranolol treatment was suspended after a negative head-up
tilt table test, and exercise/stress-induced syncope recurred five months
later. At age 7 years, cardiac arrest occurred while jumping on a bungee
trampoline. Basic cardiopulmonary resuscitation (CPR) was provided
by an untrained bystander, but the child remained unresponsive. She
arrived at the emergency room 20 min later, received advanced cardiac
life support and mechanical ventilation for 30 min, and recovered sinus
rhythm. QTc measurement on a post-cardiac arrest ECG was 454 ms,
but unreliable for long QT syndrome diagnosis because of induced
therapeutic hypothermia and electrolytic imbalances. Cardiac arrest
recurred 14 h later, and advanced CPR measures were unsuccessful.
The parents refused an autopsy. Several months later, at the suggestion
of their physician, they sought genetic testing for inherited arrhythmia.
Because umbilical cord blood had been stored at a private blood bank at
birth, they were used for post-mortem genetic testing.

On interrogation, family history was uneventful. Both parents and a
younger brother were asymptomatic, and had normal physical ex-
aminations and echocardiograms. The father and sibling had normal
QTc measurements (415 ms and 432 ms respectively), with normal ST
and T wave morphology at rest and during exercise-treadmill testing.
The 40-year old mother's longest QTc interval was 478 ms with normal
T wave morphology (Schwartz criteria score = 3.5); however, exercise-
treadmill testing showed a significant increase in QTc interval with
repolarization abnormalities (Fig. 1 and Supplementary Fig. S1).

The patient and her first-degree relatives were included in the
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Fig. 2. A. Family pedigree. B. Electropherograms of the p.Ala300Thr and p.Pro535Thr
KCNQI1 variants.

Clinical and Genomic Study of Sudden Death, approved by Ethics
Committee of the National Institute of Genomic Medicine (INMEGEN)
in Mexico City. Written informed consent was obtained from both
parents. A clinical evaluation, electrocardiograms and blood samples
were obtained from first-degree relatives. Umbilical cord cells of the
index case were obtained from a private blood bank.

2.2. Molecular diagnosis

Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples and
umbilical cord cells using commercial methods (Qiagen DNA Midi
blood Kit). A DNA library from the index case covering coding exons
and intronic flanking regions of 81 cardiogenes (Supplementary
Table 1) was sequenced on a Mi-Seq (Illumina) platform. Targeted
enrichment was performed using a custom Haloplex design (Agilent
Technologies). Post-run sequencing quality was assessed with FastQC
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(Babraham Bioinformatics, UK). Sequence reads were analyzed with
BWA Enrichment v2.1.0 using BaseSpace. Variation reports were an-
notated using Annovar software (Yang & Wang, 2015). Variants pre-
dicted as damaging or deleterious were confirmed by Sanger sequen-
cing.

2.3. KCNQ1 (Kv7.1) protein modeling

Sequence of wild type Kv7.1 was downloaded from UniprotKB (The
UniProt Consortium, 2017) ID P51787, identical to ENST00000155840
in Ensembl (Bronwen et al., 2016). Amino acid sequence structure
signatures were explored with ProSite (Sigrist et al., 2013). Homo-
logous or partial Kv7.1 structures were obtained from the Protein Data
Bank (PDB ID: 3BJ4, 3HFE, 4V0C, 2A79, 2R9R, 4JTC) (Wiener et al.,
2008; Xu & Minor, 2009; Sachyani et al., 2014; Long et al., 2005; Long
et al., 2007; Banerjee et al., 2013). BLAST (Altschul et al., 1990) was
used for sequence comparison and alignment; GOR IV (Garnier et al.,
1996) was used for secondary structure prediction; and Phyre2 (Kelley
et al., 2015) was used for threading, homology and ab initio modeling.
Initial sequence alignments were performed with Clustal Omega
(Sievers et al., 2011). All other modeling, structural edition and vi-
sualization tasks were performed with Molecular Operating Environ-
ment package (Molecular Operating Environment (MOE), 2013).
Alignment was adjusted based on structure to favor location of indels
on external loops. One hundred initial structures were built randomly,
selecting compatible main chain segments and amino acid conforma-
tions from MOE libraries, in order to model indel regions and side chain
replacements, respectively. Energy of initial models was minimized in
MOE using CHARMM?27 force field, with distance-dependent descrip-
tion of electrostatics (MacKerell et al., 2004). Minimization was com-
pleted when the average energy gradient reached 0.05 keal/(mol-A).
The best structure according to MOE folding parameters was further
refined until the energy gradient was below 0.01 keal/(mol-A). All
structures were validated and no stereo-chemical drawbacks were ob-
served. Detailed models of the tetrameric transmembrane (TM) region
were constructed for all six possible wildtype/Ala300Thr combinations,
using the PDB 2RO9R structure as template and building each monomer
in the presence of the others. Structural effects of Ala300Thr were es-
timated as the root mean square distance (RMSD) between alpha car-
bons of the wildtype (WT) and mutant structures. EINémo
(Suhre & Sanejouand, 2004) was used for structural mobility analyses.
Mobility was estimated from the combination of the first 100 normal
modes of vibration with the highest degree of collective motion. Single
B or temperature factors of each atom in the structure were estimated as
B = (87%/3) (R®) , where <(R?) represents the average atomic dis-
placement from its initial position (Trueblood et al., 1996).

3. Results
3.1. Sequencing

NGS revealed the presence of 16 missense variants in the 81 car-
diogenes (no nonsense or splice variants were found). Only four of these
variants had a minor allele frequency < 0.001 according to the 1000
Genomes Project and Exome Aggregation Consortium databases (The
1000 Genomes Project Consortium, 2015; Lek et al., 2016), and only
two variants found in KCNQ1 were predicted as deleterious or dama-
ging by > 4 functional prediction programs (Kumar et al., 2009;
Chun & Fay, 2009; Adzhubei et al., 2010; Schwarz et al., 2010; Shihab
et al, 2013). These two variants were RefSeq NM_000218.
2:c.898G > A, NP_000209.2:p.Ala300Thr (rs120074187) and the
novel RefSeq NM_000218.2:¢.1603C > A, NP_000209.2:p.Pro535Thr
(O'Leary et al., 2016). Sanger sequencing confirmed that the proband
carried both variants, the father and brother were heterozygous for the
Ala300Thr variant, and the mother was heterozygous for the Pro535Thr
variant (Fig. 2). The Pro535Thr variant was considered as of unknown
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Fig. 3. Molecular model of Kv7.1. A. Molecular model of the structural regions or domains of a monomeric chain. Positions of Ala300 (D3) and Pro535 (D4) residues are highlighted in
yellow. D6 is not shown. B. Molecular model of the tetramer embedded in the cell membrane. C. The Kv7.1 amino acid sequence (676 residues). The color code of the sequences matches
that used to recognize protein domains in panel A. Underlined residues correspond to relevant helices: TM helices S1-S4 in D2 (red); TM helices S5 and S6 in D3 (orange); helices A and B
in D4 (cyan); and D6 tetramerization helix (black). Residues Ser143, Thr144, Ala300 and Pro535 are boxed in yellow. (For interpretation of the references to color in this figure legend,

the reader is referred to the web version of this article.)

clinical significance (VUS) according to the criteria described by
Campuzano et al. (2015).

3.2. Kv7.1 modeling

A total of 10 models were built (Supplementary Table 2). According
to Protein Data Bank, the sequences most homologous to the Kv7.1
(UniProtKB ID: P51787) covered only 16 to 30% of the sequence, with
identity ranging from 29 to 100% per segment. We thus used the
Phyre2 server in the intensive modeling mode to model the complete
Kv7.1 sequence. The best-ranked Kv7.1 model produced in different
non-deterministic trials is shown in Fig. 3A. The Kv7.1 amino acid se-
quence was parsed in six different structural regions or domains. Do-
main 1 (D1) at the N-terminus is 118 amino acids long, has no
homology to crystallized structures, and seems to be intrinsically dis-
ordered because of its high content of proline residues. D1 is followed
by two TM domains: D2 (127aa) and D3 (109 aa), homologous to the
crystallized Shaker potassium channel Kv1.2 (PDB 2A79 and 2R9R). D2
and D3 correspond to the structural archetype for the pore domains of
all Kv channels, with four TM helices or segments S1 to S4 in D2, and
two TM helices or segments S5 and S6 in D3. These domains form the
potassium channel upon tetramerization (Fig. 3B). Domain 4 (D4)
contains two helices: helix A (43 aa) and helix B (39 aa), separated by a
103 aa residue domain (D5). D6 is a 137 aa C-terminus domain formed
by two helices prone to tetramerize as determined by X-ray crystal-
lography PDB 3BJ4 (not shown in the model). The Ala300Thr variant is
located in D3 facing the extracellular space, while Pro535Thr is located
in the cytoplasmic region at the end of D4, > 40A away from the
Ala300 residue.
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3.3. Kv7.1/Ala300Thr

Fig. 4 describes the structure of Kv7.1 tetramer formed by four
Thr300 mutant chains. Ala300Thr is the first residue of the membrane
re-entrant segment in the pore-lining P-loop. All mutant residues face
the extracellular space showing no interactions among each other, and
lie at the interface with a neighboring monomer (Fig. 4A and B). The
Thr300 hydroxyl groups are predicted to form hydrogen bonds with
Ser143 and Thr144 at the end of the S1 helix of the adjacent monomer.
These hydrogen bonds cause a conformational distortion of the in-
volved monomers, slightly affecting the backbone conformation around
position 300 (RMSD = 0.26 A for residues 297-303), and causing no-
ticeable rearrangement of the Ser143/Thr144 region of the neighboring
chain (RMSD = 1.14 A for residues 140-147) (Fig. 4Q).

3.4. Mobility profiles

Fig. 5A shows the six possible Ala300Thr tetramer combinations in a
heterozygous carrier, modeled to test mobility profiles without con-
sidering the possible effect of the Pro535Thr variant (Fig. 5A). Fig. 5B
depicts the differences in mobility per atom (A B factor) for a specific
monomer (outlined in bright red) in each mutant tetramer (b, c, d, e
and f) as compared to the mobility of the same monomer in the wild-
type tetramer (a). Regions in the D2 inter-helical segments (S1-S4) of
the monomers adjacent to the Thr300 mutant showed both increases
and decreases in mobility, up to 20-fold greater in magnitude than
changes in segment containing the Thr300 residue. The tetramer
formed by four mutant monomers (f) or more than one adjacent mutant
monomers (d, e) showed the highest mobility changes, while the
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Fig. 4. Detailed model of the transmembrane region of a quadruple Thr300 mutant. Each monomer is represented in a different color. Yellow triangles mark the KCNE1-subunit binding
sites identified by Gofman et al. (2012). A. Upper and lateral views emphasizing the effect of Thr300 on the neighboring subunits. Dotted ellipses highlight the interaction between
Thr300 (magenta subunit) and Ser143/Thr144 (red subunit). White ribbons denote regions of highly altered mobility induced by Thr300. B. Schematic representation of TM helices.
Black arrows indicate the structural effect of Thr300 on the neighboring chains. C. Atomic detail of the interaction between the magenta Thr300 and the red Ser143/Thr144 residues.
Comparison with the wildtype structure (gold) shows the conformational rearrangements of segments 140-147 and 297-303 caused by the variant and used for RMSD calculations.
Dotted lines represent hydrogen bonds. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

mobility of tetramers formed by only one monomer (b) or two alternate
mutant monomers (c) was affected to a lesser extent. Supplementary
Figs. S2-S4 show A B factor differences for the remainder monomers.
Supplementary Data Set 1 describes the estimated A B factors per atom
per monomer in each possible tetramer.

3.5. Kv7.1/Pro535Thr

The Pro535Thr variant is located in the cytoplasmic region at the
end of D4. This domain was modeled based on a solved crystal structure
of the Kv7.1 proximal C-terminal domain in complex with calmodulin
(PDB 4V0C), considering that helices A and B of the same monomer
interact in an antiparallel fashion. This interaction produces a hairpin
like structure forming a calmodulin (CaM) binding site, where D5 might
act as a hinge (Fig. 6A and B). Helix A extends into the cytosol as a rigid
body, delimited by a kink produced by Pro369. Arg533, Lys534 and
Pro535 make a strong ending signal for helix B. A threonine at position
535 is predicted by GOR IV to extend the helix (Fig. 6A and C). The
longer B helix would clash with the cytoplasmic loop connecting S4 to
S5, preventing the formation of the CaM binding site by steric hin-
drance.

4. Discussion

Sudden death in a child is devastating event and has important
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medical implications for surviving relatives. Because SUD may be the
first manifestation of an unknown inherited cardiac disease, the mole-
cular autopsy can be helpful to determine the cause of death and to
identify at risk family members for further adoption of preventive
strategies (Semsarian et al., 2015). Despite that current forensic
guidelines recommend molecular autopsy as part of routine protocol in
SUD cases, in Mexico molecular autopsy is not yet included or offered as
standard of care in forensic protocols. Facing the devastation of sudden
death in a young person, it is not uncommon for parents or family to
refuse an autopsy when legally possible. However, it is much easier for
them to assent to retention of blood or tissue of the SUD victim when
this possibility is offered. This is particularly important given the risks
of surrogate genetic testing (Ackerman, 2016).

Post-mortem genetic analysis revealed that the girl was compound
heterozygous for two KCNQ1 variants (Ala300Thr/Pro535Thr). KCNQ1
is the major LQTS-causing gene, and over 500 KCNQI mutations have
been reported in LQTS (Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM,
1985). Heterozygous KCNQI mutations cause the dominantly inherited
Romano Ward syndrome (LQTS type 1), while homozygous or com-
pound heterozygous KCNQI mutations cause Jervell Lange-Nielsen
syndrome (JLNS), a rare recessive form of LQTS characterized by
marked QT prolongation and congenital sensorineural deafness. Inter-
estingly, some individuals with mutations on both KCNQ1 alleles pre-
sent without deafness (recessive Romano Ward syndrome), which may
represent a more common pattern of LQTS inheritance than previously
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Fig. 5. Mobility differences of the wildtype versus mutant tetramers. A. Six possible tetramer combinations. Paternal Thr300 chains are shown in blue and maternal Thr535 chains in pink.
Arrows indicate the structural distortion caused by Thr300 on the nearby subunit (in darker shade). B. Plot showing differences in B factor (A B factor) per atom of possible mutant (b, ¢, d,
e and f) as compared to the wildtype (a) tetramer. Combination (f) showed the most disturbed mobility pattern, followed by combinations (d) and (e). Segments corresponding to
transmembrane helices are shown in red (D2) and orange (D3). Yellow arrows show positions of Ser143/Thr144 and Thr300 residues. Inset shows the same graph at full scale. (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

anticipated. It has been suggested that these individuals should be
treated as a higher-risk LQTS subgroup similar to their JLNS counter-
parts (Giudicessi & Ackerman, 2013). The compound heterozygous
mutations and the severe phenotype observed in the index case are
compatible with autosomal recessive Romano Ward syndrome
(Westenskow et al., 2004).

Confirming the pathogenicity of causal mutations remains a serious
challenge in molecular diagnosis of inherited disease. While biophysical
characterization of mutants in heterologous systems is widely used to
try to establish the causality of mutations in channelopathies, structural
protein modeling can help conceptualize the different functional effects
of particular mutations (Yang et al., 2009). Protein modeling is widely
applicable, and when combined with experimental biophysical experi-
ments provide better insight and may even produce results of sig-
nificant biomedical impact (Howard et al., 2007; Smith et al., 2007;
Wiener et al., 2008; Kang et al., 2008; Xu & Minor, 2009; Gofman et al.,
2012; Sachyani et al., 2014; Nakajo & Kubo, 2015; Schwede et al.,
2008).

While the Ala300Thr variant has been previously reported as a mild
variant causing LQTS only in the homozygous state, the Pro535Thr
variant is novel and is a VUS according to the criteria of Campuzano

et al. (2015). The mother who was heterozygous for the Pro535Thr
variant was asymptomatic and showed a borderline QTc measurement,
however exercise significantly increased the QTc interval and induced
repolarization abnormalities. We thus used protein modeling to gain
further insight into the mechanisms causing severe LQTS in the index
case, and milder LQTS in the mother.

4.1. Kv7.1 model

In accordance with previous models (Howard et al., 2007; Smith
et al., 2007; Wiener et al., 2008; Kang et al., 2008; Xu & Minor, 2009;
Gofman et al., 2012; Sachyani et al., 2014; Nakajo & Kubo, 2015), our
model shows that Kv7.1 has a canonical voltage-gated potassium
channel (Kv) structure, composed of four alpha subunits arranged as a
tetramer. Each subunit has six transmembrane helices (S1-S6); S1-S4
form the voltage-sensing domain (VSD) and S5-S5 form the pore-do-
main (PD). The membrane re-entrant loop between S5 and S6 forms the
ion selectivity filter (Taylor & Sanders, 2017). D4 corresponds to the
intracellular helices A and B that form a CaM-binding site previously
crystalized and described by Sachyani et al. (2014); and D6 was not
modeled, but corresponds to helices C and D that form a tetrameric
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Fig. 6. Predicted effect of the Pro535Thr variant. A. Simplified topology of a Kv7.1 tetramer conformed by alternate Thr300 and Thr535 monomers. The threonine residue at position 535
is predicted to elongate helix B. The elongated helix would clash with an inter-helix loop, impeding the formation of the calmodulin-binding site. Calmodulin is represented as an orange
ellipse. B. Model of wildtype domain 4 of the magenta monomer bound to calmodulin (orange). C. Model of mutant Thr535 domain 4 (magenta monomer), unbound to calmodulin. D5
(103 aa) has been omitted, and is represented as a small dark green fragment. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of

this article.)

parallel coiled coil (Howard et al., 2007; Wiener et al., 2008).
4.2. KCNQ1/Ala300Thr

The Ala300Thr variant was first described as causal of a recessive
form of Romano Ward in a homozygous child with normal hearing.
Both parents were heterozygous Ala300Thr carriers and had normal
QTc intervals, even after exercise (Priori et al., 1998). Immuno-
fluorescent staining demonstrated that the Thr300 mutant Kv7.1 is
transported to the cell surface (Bianchi et al., 2000). Interestingly, al-
though this variant has been considered as gain of function (GOF)
(Smith et al., 2007; Kang et al., 2008), the electrophysiological phe-
notype is in fact mixed, showing a severe reduction in total current, a
faster activation rate and a hyperpolarizing shift in activation. The
combination of these features would render the Ala300Thr a mild loss
of function variant (Priori et al., 1998; Bianchi et al., 2000).

In agreement with previous Kv7.1 models, our WT model predicted
the location of Ala300 in the P-loop helix, near the most distal S1 re-
sidues of the adjacent subunit (Smith et al., 2007; Kang et al., 2008).
These models predicted that Ala300Thr lies within an inter-subunit
cleft that interacts with the KCNE1 ancillary subunit (minK), known to
modulate Kv7.1 activity by the delaying channel opening, shifting the
voltage dependence of channel activation to more positive potentials,
increasing single channel conductance and suppressing channel in-
activation (Barhanin et al., 1996; Sanguinetti et al., 1996; Lundby et al.,
2010). Interestingly, several known GOF variants are located in this
cleft, suggesting that they increase function by disrupting the
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interaction of Kv7.1 with the minK transmembrane domain (Smith
et al., 2007; Kang et al., 2008). However, in contrast with several GOF
variants not located in the P-loop that increase whole-cell current
(Ser140Gly, Vall41Met, Ile274Val) (Smith et al., 2007), Ala300Thr
severely decreases total current (Priori et al., 1998; Bianchi et al.,
2000).

VSD and PD mobility are crucial in voltage-dependent gating, which
involves voltage sensor activation, pore opening and VSD—PD coupling
(Cui, 2016). According to the mobility analyses, the new hydrogen
bonds predicted to occur between mutant Thr300 and Ser143/Thr144
would severely affect the mobility of S1-S2 interhelical segments of the
adjacent monomer, and would slightly affect the mobility of residues
surrounding Thr300. It is unclear how these mobility changes correlate
with the biophysical phenotype of this variant, particularly the de-
creased current. However, it is clear that the Thr300 homotetramer,
which is the only type of channel found in the Ala300Thr homozygote,
showed the most severely affected mobility profile, very similar to that
of tetramers formed by three or two adjacent Thr300 mutants. Inter-
estingly, mobility patterns of tetramers including two non-adjacent or
only one Thr300 chains were more similar to the WT tetramer.

4.3. KCNQ1/Pro535Thr

The biophysical consequences of the Pro535Thr variant have not
been characterized, and whether the Thr535 mutant is expressed and
reaches the cell membrane is currently unknown. Our model predicted
that the presence of a threonine at position 535 would extend helix B,
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and disrupt the formation of the CaM-binding site by steric hindrance.
The CaM-binding module appears to have a dual function: a) a calcium
sensor function affecting channel gating and stimulating Kv7.1 func-
tion; and b) a role in channel folding and trafficking (Ghosh et al., 2006;
Haitin & Attali, 2008; Soldovieri et al., 2011). This suggests that the
mutant subunits may have co-assembly or trafficking defects. If this
were the case, the Pro535Thr variant in the mother would cause LQTS
by haploinsufficiency. Moreover, in the compound heterozygous child,
if only the mutant Thr300 chains tetramerize, this would simulate an
Ala300Thr homozygous state, which is compatible with her severe
phenotype. Although the model suggests the Pro535 variant is dis-
ruptive, an important limitation of this study is the need to characterize
the biophysical phenotype of this variant, both in the presence and
absence of minK before drawing definitive conclusions.

5. Conclusion

In summary, molecular autopsy using umbilical cord cells stored at
birth revealed the presence of compound heterozygous KCNQ1 variants
in a child with sudden unexplained death. While one variant
(Ala300Thr) is known to cause LQTS only in the homozygous state, the
other variant (Pro535Thr) was of unknown clinical significance.
Review of the literature, segregation and protein modeling strongly
suggest that this child was affected with a recessive form of Romano
Ward syndrome. In particular, protein modeling helped gain insight
into the mechanisms by which the variants may cause LQTS.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.gene.2017.06.011.
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