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Resumen

Las arritmias hereditarias (AHS) o canalopatias arritmogénicas son enfermedades que con
frecuencia producen sintomatologia grave desde la infancia. En su conjunto, estas
enfermedades son una causa conocida de muerte sUbita, particularmente en individuos
jévenes. En una proporcién elevada de los casos, el entender la significancia y las
implicaciones clinicas de los hallazgos genéticos y moleculares sigue siendo todo un reto y
un campo amplio de investigacion. En este estudio se analizaron clinica y genémicamente
72 casos de pacientes mexicanos con AHs incluyendo sindrome de QT largo (SQTL),
sindrome de Brugada (SBr), disfunciéon del nodo sinusal (DNS), taquicardia ventricular
polimorfa catecolaminérgica (TVCP) y sindrome de QT corto (SQTC), para describir el
espectro de mutaciones y su relacién con el fenotipo de la enfermedad. El estudio genémico
incluy6 secuenciacion de nueva generacion sitio-dirigida, confirmacion por secuenciacion
Sanger, asi como amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples (MLPA) y
secuenciacion de exoma en algunos casos. Cuando fue posible, se hizo andlisis de
cosegregacion en familias. El rendimiento diagnéstico global (proporcion de pacientes con
al menos una variante clasificada como patogénica o probablemente patogénica) fue mayor
al 50%. Se encontro evidencia de que el gen RYR2 puede ser de susceptibilidad para SQTL,
y casos con posible causa digénica u oligogénica de la enfermedad en pacientes con SBr
y SQTL. El estudio molecular cambi6 el diagnéstico clinico en un caso, y se observaron
casos con las mismas afecciones en el gen SCN5A vy fenotipos mixtos. Los hallazgos
encontrados en esta poblacién pueden nutrir las bases de datos para incrementar el
conocimiento sobre estas enfermedades, las mutaciones que las causan, y contribuir a la

reclasificacién de variantes de acuerdo con su patogenicidad.



Abstract

Hereditary arrhythmias (HAs) or arrhythmogenic channelopathies are diseases that
frequently cause severe symptoms since childhood. These diseases may cause sudden
death, particularly in young individuals. In a high proportion of cases, understanding the
significance and clinical implications of genetic and molecular findings is challenging,
representing a broad field of research. In the present study, 72 cases of Mexican
patients with HAs including long QT syndrome (LQTS), Brugada syndrome (BrS), sick
sinus syndrome (SSS), catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia (CPVT)
and short QT syndrome (SQTS) were submitted to clinical and genomic studies to
describe the spectrum of mutations and their relationship with their phenotypes. The
genomic study included site-directed next-generation sequencing, confirmation by
Sanger sequencing, as well as multiple ligand probe amplification (MLPA) and exome
sequencing in some cases. When possible, co-segregation analysis within families was
analyzed. Overall diagnostic yield (the proportion of patients with at least one
pathogenic or likely pathogenic variant) was greater than 50%. Analyzing individual
cases, we found evidence of a possible role of the RYR2 gene in LQTS susceptibility,
two cases with a possible digenic or oligogenic cause of the disease, one case where
molecular diagnosis changed the initial clinical diagnosis (SQTS), and cases with the
same SCN5A gene variant with mixed phenotypes were observed. These findings in the
Mexican population may provide information to databases increasing knowledge on
hereditary arrhythmias, the mutations causing them, and may contribute to reclassify

variants according to their pathogenicity.



Lista de abreviaciones

* AV Auriculo-ventricular

» CaM Calmodulina

» CaMKII Cinasa calmodulina dependiente de Ca2+
* CAs Canalopatias arritmogénicas

» DAI Desfibrilador automatico implantable; cardiovertidor implantable
« DNA Acido desoxiribonucléico

* DNS Disfuncion del nodo sinusal

* ECG Electrocardiograma/electrocardiografico

* FC Frecuencia cardiaca

* HEK rifidn humano embrionario (human embryonic kidney)
* ICaL Corriente de calcio tipo L

* INa Corriente de sodio

* Ik Corriente de potasio

* LCIC Liberacién de Ca2+inducida por Ca2+

* CMP Cardiomiopatia

* MS Muerte subita

* MSC Muerte subita cardiaca

* MSR Muerte subita recuperada

* NAV Nodo auriculoventricular

* Nav1.5 Subunidad a del canal de sodio cardiaco

* NCX Intercambiador sodio-calcio

* NS Nodo sinusal

* [pm Latidos por minuto

* PA Potencial de accion

* RS Reticulo sarcoplasmico

* RyR2 Receptor de rianodina cardiaco

* TV Taquicardia ventricular

* TVPC Taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica



* SA Sinoauricular
* SBr Sindrome de Brugada
* SERCA ATPasa de Ca2+ del reticulo sarcoplasmico/endoplasmico

* SQTL Sindrome de QT largo

» TUbulos-T Tubulos transversos
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[. Introduccion

1. Sistema de conduccion cardiaca

El corazén es un musculo ubicado en la cavidad toracica, el cual esta formado por tejido
muscular con caracteristicas especiales: el musculo auricular, el masculo ventricular y las
fibras musculares especializadas en excitacion y de conduccion. El sistema de conduccion
intrinseco cardiaco estd compuesto por el nodo sinusal y auriculoventricular, y las vias
propagadoras del impulso, siendo la mas prominente el sistema His-Purkinje (Figura 1)
(Park & Fishman, 2011). Este mecanismo fisiologico es posible debido a que los miocitos
cardiacos estan eléctricamente acoplados a través de las uniones en hendidura (Dhein &
Salameh, 1998). Estas uniones constan de dos estructuras hexaméricas yuxtapuestas
denominadas conexones, que unen a las células eléctricamente. De este modo, el mlsculo
cardiaco actlla como un sincitio mecanico y eléctrico de células acopladas (Figura 2) (Boron
& Boulpaep, 2017).

Tracto interauricular
(haz de Bachman)
hacia la auricula izquierda

Aorta | —Nodo AV
Venacava [ ——Haz
superior Nia] f e de His
b e __~Tronco principal
Nodo SA N <~ delarama
izquerda
\\_——Rama anterosuperior
Vias - —— ‘ izquierda
internodales T __Rama
- posteroinferior
lzquierda
Musculo
auricular
| | ——Fibras
Rama de Purkinje
derecha |
~—-Musculo
ventricular

Figura 1. Anatomia del corazén humano y vias de conduccioén a través del corazén. Se muestra un corte a
través del eje longitudinal del corazén (Tomado de Boron & Boulpaep, 2017).
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Estructura ramificada del misculo cardiaco

Disco intercalado

\

Miosina Actina
\

}‘ Linea Z

Mitocond

Figura 2. Acoplamiento eléctrico de los miocitos cardiacos (Tomado de Boron & Boulpaep, 2017).

1.1. El nodo sinusal

El nodo sinusal (NS) se describe como una media luna, el cual se encuentra alojado en el
subepicardio dentro del surco terminal, y justo debajo de la cresta del apéndice auricular.
Histolégicamente, al igual que las células de miocardio ordinarias, las células nodales
especializadas son estriadas, pero son mas pequefas, y las que se encuentran en la
periferia del cuerpo nodal se fusionan de manera relativamente imperceptible con los
cardiomiocitos auriculares (Ho, 2016). Mas recientemente, se identific6 una nueva region
de miocardio auricular cerca del nodo llamada "area paranodal”, la cual es incluso mas
extensa que el nodo sinusal; esta area posee propiedades de los tejidos nodales y
auriculares, ademas, puede tener un papel en el marcapasos (Chandler, y otros, 2011).
Partiendo del NS existe un grupo de fibras musculares auriculares modificadas llamadas
fibras internodales, las cuales se dividen en cuatro tipos (haz de Bachmann o tracto
interauricular anterior, y las vias internodales anterior, media y posterior) con la finalidad de

transmitir el impulso eléctrico fuera del nodo (Boron & Boulpaep, 2017).

1.2. El nédulo auriculoventricular

El ndédulo auriculoventricular (NAV) esta localizado en la pared posterolateral de la auricula
derecha (la base del tabique auricular), inmediatamente detras de la valvula tricaspide, en
el vértice de un area llamada el triangulo de Koch. En la unién auriculoventricular, el tracto

del tejido nodal se divide en dos: la extension nodal inferior (ENI) y el haz penetrante. La
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ENI est4 situada en la auricula derecha y se continGia con el haz penetrante, el cual entra
en el tejido fibroso que separa las auriculas y los ventriculos, para emerger en los
ventriculos como el haz de His (J. Li et al., 2008). Existen dos vias de conduccién en el
NAV: una via rapida de propagacién desde el NS que utiliza el tabique auricular y la zona
de transicion; y una via lenta que utiliza la cresta terminal y la extensién nodal inferior (Moe,
Preston, & Burlington, 1956).

La conduccion lenta en las fibras transicionales, nodulares y penetrantes del haz AV esta
producida principalmente por la disminuciéon del nimero de uniones en hendidura entre
células sucesivas de las vias de conduccion, de modo que hay una gran resistencia a la
conduccion de iones excitadores, esto retrasa el impulso eléctrico aproximadamente 0.13
segundos, siendo este retraso vital ya que garantiza que las auriculas se llenen de sangre
antes de que ésta sea expulsada de los ventriculos y bombeada por todo el sistema
circulatorio, asegurando la sincronia auriculo-ventricular y facilitando la actividad mecanica,

que es mucho mas lenta que la actividad eléctrica (Guyton & Hall, 2016).

1.3. Haz de His y el sistema de Purkinje

Desde el nodo AV el impulso se conduce al haz de His, el cual proporciona la Gnica via de
conduccién auriculo-ventricular. Luego, el haz de His se bifurca para formar las ramas
derecha e izquierda, que corren hacia el apice del corazén. Las ramas llevan el impulso
cardiaco a los ventriculos izquierdo y derecho, terminando en una unién ramificada del
sistema de Purkinje. Las redes de Purkinje son estructuras tridimensionales complejas con
fibras libres y subendocardicas (Tranum-Jensen, Wilde, Vermeulen, & Janse, 1991). La
funcién principal del sistema His-Purkinje es conducir rapidamente el potencial de accion a
través de los ventriculos para asegurar una excitacion ventricular rapida y eficiente y, por lo
tanto, una contraccion coordinada. El sistema His-Purkinje conduce potenciales de accion
mas rapidamente que el miocardio ventricular regular (2.3 m/s vs a 0.75 m/s), estas pueden
producir ademas, si es necesario, un potencial marcapasos (Bartos, Grandi, & Ripplinger,
2015).

2. Potencial de accidn cardiaco

El potencial de accién cardiaco (PA) se puede definir como un cambio breve del voltaje
transmembranal de los cardiomiocitos tras ser expuestos a un estimulo. Este PA se puede

desglosar en 5 fases caracteristicas del 0 al 4 (Figura 3):
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- Fase 4: Es el estado basal de la célula, en este periodo el potencial de la membrana
es aproximadamente -90 mV (potencial diastélico maximo)(Garcia-Elias & Benito,
2018).

- Fase 0: Fase de despolarizacién rapida que ocurre al recibir un estimulo por una
corriente proveniente de los cardiomiocitos circundantes, se produce la corriente de
activacion rapida entrante de sodio, lo cual tiene como resultado un aumento rapido

del potencial de membrana.

- Fase 1: Se produce una rapida repolarizacién temprana, inmediatamente después
de la despolarizacion.

- Fase 2: Fase de meseta, se genera un equilibrio entre las corrientes entrantes y
las corrientes K* rectificadoras retardadas que controlan el periodo de meseta.

- Fase 3: Fase de repolarizacion y decremento del PA.
El PA del NS es marcadamente diferente al del resto del miocardio (Figura 3), destacando

por su fase 4 de despolarizacién diastélica o "potencial de marcapasos”, ademas de la

ausencia de las fases 1 de repolarizacion rapida y 2 de meseta.
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Figura 3. llustracion esquematica del potencial de accion (PA) en el NS, auricula y ventriculo. Las corrientes de
membrana subyacentes y genes que codifican las principales subunidades formadoras de poros. El PA cardiaco
tiene cinco fases distintas (fases 0 a 4). El potencial de membrana en reposo se rige por las conductancias
predominantes de potasio (gK). Una vez que el potencial de membrana alcanza su umbral de voltaje, los canales
de sodio (Na) se abren repentinamente, de modo que la conductancia del Na excede la conductancia del K
(gNa>»>gK), lo que da como resultado una despolarizacién rapida (fase 0). La tasa méxima de despolarizacion
esta relacionada con la magnitud de la corriente de INa. Tras una mayor despolarizacion de la membrana, los
canales de Na se inactivan (gK> gNa) y se activan otras corrientes, lo que genera la fase 1, que es una
repolarizacion parcial breve, rapida. Existe una variacion significativa en la fase 1 entre las células de las
regiones del corazon. La fase 2 corresponde a la meseta de la PA y al inicio temprano de la repolarizacion, que
esti determinada por el equilibrio entre la conductancia de calcio hacia adentro (gCa) y la gK hacia afuera.
Cuando las corrientes de K+ hacia el exterior superan constantemente las corrientes de Ca2+ hacia el interior
(ICa), se reinicia la repolarizacion. La fase 3 es la fase final de la repolarizacion cuando los canales de Ca2+ se
han inactivado y gk>>gCa. La fase 4, denominada potencial diastélico, es el intervalo entre la repolarizacion
maxima y la posterior despolarizacion lenta del potencial de membrana que conduce al inicio del siguiente PA.
Los miocitos auriculares y ventriculares normalmente no generan PA espontaneos y requieren un estimulo
externo para llevarlos al umbral. Las corrientes de entrada (despolarizantes) incluyen: sodio (INa); Calcio tipo T
(ICa-T); Calcio tipo L (ICa-L); y corrientes de intercambiador de sodio-calcio (INCX). Las corrientes de salida
(repolarizantes) incluyen: transitorias de salida 1 (Itol) y 2 (Ito2); rectificador retardado de activacion ultrarrapida
(IKur); rapida (IKr) y lenta (IKs); rectificador de entrada (IK1); rectificador interno activado por acetilcolina
(IKACh); rectificador interno sensible a la adenosina (IKATP); "funny" activado por hiperpolarizaciéon (If); y
corrientes de fondo no especificas (IB).

3. Canales ionicos

La generacion y propagacion del PA depende de la actuacion coordinada de una serie de
canales idnicos (Figura 4). Estos canales son proteinas que otorgan permeabilidad iénica
selectiva a las membranas celulares de los cardiomiocitos, abriéndose o cerrandose,
dependiendo de cambios en el potencial de membrana (activados por voltaje), o por la union

de moléculas intracelulares o extracelulares (dependientes de ligando). Los canales idnicos
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activados por voltaje con permeabilidad selectiva para los iones Na*, K* y Ca?* destacan

por su participacion e importancia en los trastornos arritmogénicos (George, 2013).

HCN4  SCN10A SCN5A

Sarcomero

@(MP
ADP
Mitochondria

/é ) Reticulo

sarcoplasmico
Glucégeno /

KCNJ2

BMP2

Figura 4. Canales idnicos que regulan el sistema conduccion cardiaca. Se resaltan los canales identificados por
causar enfermedades del sistema de conduccion cardiaca humano.(Modificado de Park & Fishman, 2011)

3.1 Canal de sodio

Los canales de Na* son proteinas transmembranales formados por una subunidad a junto
y una o dos subunidades B. Existen varios tipos de subunidades q, las cuales se expresan
diferencialmente segun el tipo de tejido. Estas subunidades estan codificadas por una
familia de 10 genes diferentes. La subunidad a principal expresada en el corazéon se
denomina Navl.5, dandole el nombre al canal de Na' cardiaco. Esta subunidad es
codificada por el gen SCN5A (canal de sodio voltaje dependiente, subunidad a tipo V), que
incluye 28 exones, con una extension de mas de 100 kb en el cromosoma 3p22. Asimismo,
existen cuatro tipos de subunidades 3 (B1, B2, B3 y B4), codificadas por los genes SCN1B,
SCN2B, SCN3B y SCN4B, respectivamente.

Navl.5 es una proteina de aproximadamente 220 kDa. Esta subunidad consiste en una
porcion N-terminal citoplasmatica, 4 dominios transmembrana repetitivos (DI-DIV) y una
porcion C-terminal citoplasmatica. Los 4 dominios transmembrana estan formados cada
uno por 6 segmentos transmembranales a-hélice (S1 — S6) unidos por conectores
citoplasméticos. En cada dominio, los segmentos S5-S6 y el asa intermedia son las
regiones que forman el poro del canal de sodio, mientras que los segmentos restantes (S1-
S4) actian como sensores de voltaje (Remme, 2013; Veerman, Wilde, & Lodder, 2015).
Las subunidades 3 del canal de Na* cardiaco contienen un extremo amino extracelular, un
solo segmento transmembrana y un extremo carboxilo intracelular (Figura 5) (Wilde &
Brugada, 2011).
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Figura 5. Estructura de la proteina NaV1.5. Los segmentos transmembrana S1-S6 estan indicados por cilindros
numerados; el segmento S4 estd cargado positivamente, es importante en la deteccién de voltaje y se
representa en azul. El segmento transmembrana representado en verde se asemeja a una de las subunidades
B (Modificado de Veerman et al., 2015).

La activacion de este canal inicia durante la didstole, en este momento los canales de Na*
se encuentran cerrados y la célula tiene un potencial de membrana de -85 mV. A medida
gue los estimulos circundantes modifican este potencial de membrana, ésta se despolariza
y alcanza un potencial umbral, activando a estos canales en 1 ms. La apertura del poro se
lleva a cabo por el movimiento externo de todos los segmentos S4 cargados positivamente,
lo que permite la entrada de iones de Na*® gracias al gradiente electroquimico. La
consecuencia de esto es la despolarizacién rapida de la membrana, o la fase 0 del potencial
de accién cardiaco. Simultdneamente, inician los procesos de inactivacion rapida y lenta
para producir el cierre del poro del canal. La inactivacion rapida de la corriente de Na*
implica una “puerta de inactivacion” formada por un grupo de tres aminoacidos hidrofobicos
llamados motivo IFM (isoleucina, fenilalanina y metionina) en el conector intracelular DIII-
DIV, junto con dos sitios de acoplamiento ubicados sobre los conectores intracelulares entre
S4y S5 de DIl y DIV (Kass, 2006; West et al., 1992). El dominio C-terminal también esta
involucrado en este proceso, estabilizando la puerta cerrada, minimizando la reapertura del
canal (Motoike et al.,, 2004). La inactivacion lenta ocurre durante periodos de
despolarizacion prolongados, ya que requiere tiempos de recuperacion mucho mas largos
gue la inactivacién rapida. Se sospecha que ésta implica cambios conformacionales en las
asas P de S5-S6, no obstante, el conector DIll S4-S5 también puede ser importante en esta
funcion (Casini et al., 2007; Kass, 2006).

3.2 Canal de Calcio

En el miocito cardiaco, el calcio cumple un papel fundamental como mediador entre la
excitacion eléctrica y la contraccion mecénica (E-C), por su movilizacion en el citosol

durante cada potencial de accion (Pozzan, Rizzuto, Volpe, & Meldolesi, 1994). En el
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miocardio humano, la corriente de calcio transmembrana (Ic.) se realiza a través de un
complejo macromolecular llamado canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC por
sus siglas en inglés), que forman una proteina conductora de iones (subunidad a1) y una
serie de subunidades accesorias: subunidades a26, 1—4 y y (Napolitano & Antzelevitch,
2011). Estas subunidades accesorias modulan, controlan, trafican y responden a estimulos
neurohormonales (Landstrom et al., 2016). Existen tres tipos de canales de calcio que se
expresan en el corazén humano: tipo T, tipo P y tipo L. De los canales de calcio tipo L, el
canal Cav1l.2 codificado por el gen CACNALC en el locus cromosémico 12p13.3, es el canal
de calcio mas ampliamente expresado en el corazén. Este gen abarca mas de 500 kb, y
por procesos de splicing alternativo puede generar 42 diferentes variantes (Figura 6) (Ertel
et al., 2000).

Qn ()(1 N r)rl
1235 © 1(2/3}4 8 |1[2[3] 123%

Poro

Sensor de

voltaje -
) NHz+ €O,

Figura 6. La subunidad a11.1 del canal de calcio dependiente de voltaje. Los segmentos transmembranales S1-
S4 forman el médulo sensor de voltaje. Los segmentos S4 con sus cargas de activacion positivas se resaltan
en amarillo. Los segmentos transmembranales S5y S6 y el asa P que los une se resaltan en verde.

El Ca2* ademas de funcionar como enlace critico entre los estimulos eléctricos generados
por la despolarizacibn de la membrana plasmatica y la contraccibn mecanica del
cardiomiocito durante el acoplamiento excitacidn-contraccion, también genera una corriente

sustancial de entrada/despolarizacién que modula al PA (Figura 7).
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Figura 7. Liberacion de calcio en la célula cardiaca. La entrada inicial de Ca2+ en los cardiomiocitos se lleva a
cabo a través de los canales tipo L, durante la fase 2 del potencial de accion. Esta mantiene a la corriente
cardiaca en una meseta, pero es insuficiente para desencadenar la contraccion de las miofibrillas. Debido a
esto, la sefial es amplificada por el mecanismo de liberacion de Ca2+ inducido por Ca2+ (CICR por sus siglas
en ingles), que desencadena una liberacion mucho mayor del ion desde el reticulo sarcoplasmico. La membrana
celular de los cardiomiocitos, llamada sarcolema, contiene invaginaciones (tubulos T) que hacen que los canales
de Ca2+ tipo L entren en contacto cercano con los receptores de rianodina (RyR), receptores especializados de
liberacion de Ca2+ en el reticulo sarcoplasmico (RS). La calsecuestrina es una proteina amortiguadora de calcio
gue se encuentra en el lumen del RS, la calmodulina se encuentra en el citoplasma y funciona como una proteina
mensajera de deteccion de calcio multifuncional; y la proteina Triadina conecta la calsecuestrina con el receptor
2 de rianodina (RYR2) y estabiliza el canal. Calsecuestrina, calmodulina y Triadina se unen a RYR2 y modulan
su funcién formando una maquinaria macromolecular que se conoce como la unidad de liberacion de calcio.
Estos altos niveles de Ca2+ intracelular libres actian sobre los complejos de tropomiosina para inducir la
contraccion de los miocitos. Al finalizar la contraccion, el calcio intracelular regresa al RS por medio de los
canales de calcio SERCA. (Franzini-Armstrong, Protasi, & Tijskens, 2005)

-

3.3 Canales de Potasio

Existen diferentes tipos de canales de K* que se expresan en la membrana plasmatica del

corazén, donde ejercen un control preciso sobre la duracion del PA (Bartos et al., 2015).

Tabla 1. Detalles moleculares de los canales de potasio (Modificado de Jeevaratnam, Chadda, Huang, & Camm,
2018)

Corriente Gen Posicion en el Proteina asociada Tipo de subunidad
cromosoma
ltof KCND3 1p13.2 Kv4.3 a
KCNIP2 10g24.32 KChiP2 B
KCNE3 119134 MiRP2 B
ltos KCNA4 11p14.1 Kvl.4 a
Iks KCNQ1 11p15.5-p15.4 Kv1.7.1/KvLQT1 a
KCNE1 21922.12 minK B
AKAP9 7q21.2 AK AP-9 B
Ikr KCNH2 7936.1 Kv11l.1/hERG a
KCNE2 31g22.11 MiRP1 B
Ik1 KCNJ2 17924.3 Kir2.1/IRK1 a
KCNJ12 17911.2 Kir2.2/ IRK2 a
IkaTp KCNJ8 12p12.1 Kir6.1 a
KCNJ11 11p15.1 Kir6.2 a
ABCC9 12p12.1 SUR2A/SUR2B B
Ikur KCNA5 12p12.32 Kv1l.5 a
KCNAB 1-B3 N/A Kv B1-3 B
IkAch KCNJ3 2¢924.1 Kir3.1/GIRK1 a
KCNJ5 11924.3 Kir3.4/GIRK4 a
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Cada uno de estos canales de K* posee caracteristicas propias (Tabla 1), en lo que se
refiere a su cinética y regulacion. De acuerdo a la velocidad de la corriente que producen,
podemos clasificar estos canales en rectificadores retardados lentos, rapidos y ultrarrapidos
(Iks, Ikr € lkur), Y €n el tiempo de recuperacion de la inactivacion de la corriente transitoria de
salida puede ser rapida (lof) 0 lenta (los) (Grandi et al., 2017). Las subunidades a de
diferentes tipos de canales de K* poseen tres regiones principales: una region de poro, un
filtro de selectividad y un mecanismo de activacion que controla el cambio entre los estados
conductores abiertos y no conductores cerrados, y determina si la permeabilidad ocurre en
respuesta a cambios en el potencial de membrana o un ligando (Tamargo, Caballero,
Gbmez, Valenzuela, & Delp6n, 2004). Finalmente, las subunidades a monoméricas
individuales pueden ensamblarse en dimeros o tetrdmeros funcionales debido a la
presencia de uno o mas dominios de ensamblaje de subunidades (Figura 8) (Snyders,
1999). Las subunidades B del canal K* abarcan muchos grupos moleculares, los que
incluyen proteinas citoplasmaticas (Kvh1-3, KChIP y KChAP) que interactian con los
dominios intracelulares de los canales Kv, proteinas transmembrana, como las proteinas
relacionadas con minK codificados por la familia de genes KCNE; y proteinas relacionadas
con transportadores dependientes de ATP (ABC), como los receptores de sulfonilurea
(SUR) para los rectificadores internos Kir6.1 y 6.2 (Roden, Balser, George Jr, & Anderson,
2002; Tamargo et al., 2004). La mayoria de las subunidades Kvf se ensamblan con
subunidades a dando lugar a un complejo a4B4 y pueden modificar las propiedades

funcionales del canal (Tamargo et al., 2004).
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Figura 8. Estructura de diferentes tipos de canales de potasio cardiacos: representacion esquematica de
subunidades a seleccionadas del canal de potasio. A, subunidad a de un canal con 6 subunidades
transmembrana y 1 region de poro dependiente de voltaje (Kv) que son mediadoras de IKur, Ito, IKs, IKry If. B,
las subunidades a del canal con 2 subunidades transmembrana y 1 region de poro rectificador interno de (Kir)
mediadora de IK1, IKATP e IKAch. C, el canal con 4 subunidades transmembranay 2 regiones de poros (K2P)
gue median las corrientes de "fuga”. Las flechas indican la ubicacién de la (s) region (es) formadora (s) de poros.
HCN indica un canal activado por nucledtidos ciclicos activado por hiperpolarizacion; If, el rectificador interno
mixto de Na+ y K+ “funny”; IK1, corriente interna rectificadora de K+; IKACH, corriente interna rectificadora de
K+ activada por acetilcolina; IKATP, corriente de K+ sensible a ATP; IKr, componente rapido de la corriente
rectificadora retardada de K+; IKur, componente ultrarrdpida de la corriente rectificadora retardada de K+; Ito,
corriente de salida transitoria de K+ (Giudicessi & Ackerman, 2012).

4. Electrocardiograma

El electrocardiograma (ECG) es una prueba no invasiva, que se realiza a través electrodos
colocados en la piel, los cuales estan conectados a un electrocardiografo. Esta técnica es
de gran utilidad para el diagnéstico de enfermedades cardiacas.

Cuando se registra un ECG, se inscribe una serie de ondas por cada ciclo cardiaco (Figura
9). Estas ondas fueron designadas como P, Q, R, S, y T, de acuerdo con su orden de
inscripcion. La onda P corresponde a la despolarizacion auricular, el complejo QRS a la

despolarizacion ventricular y la onda T a la repolarizacién ventricular; en ocasiones, a
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continuacién de la onda T se registra una pequefia onda U. El complejo QRS puede tener
distintas morfologias, con deflexion negativa inicial o sin ella. Si la primera deflexién es
negativa se le denomina onda Q. La onda R es la primera deflexién positiva del complejo y
la onda S es la deflexién negativa que le sigue. Estas ondas conforman distintos intervalos
y segmentos. El intervalo PR es la distancia comprendida desde el inicio de la onda P hasta
el inicio del complejo QRS; El segmento ST abarca desde el final del QRS hasta el inicio de
la onda T; El intervalo QT comprende desde el principio del QRS hasta el final de laonda T
(Bayés De Luna, 1998).

Auriculas Ventriculos

l Intervalo RR
\J Y
+1 4 A l
o +05 4 {Segmento
2 T ST
: a N\ HEAN
' e
Intervalo Q LI
PR=016s S ntervalo QT
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0 02 04 0.6 08 1 12 14 16

Tiempo (segundos)
Figura 9. ECG normal. Tomada de Guyton & Hall, 2016

5. Arritmias hereditarias

Las arritmias hereditarias (AH) también denominadas enfermedades eléctricas primarias o
canalopatias arritmogénicas (CA) se definen como trastornos eléctricos primarios del
corazén que, como caracteristica principal, no se asocian a alguna cardiomiopatia o
alteracion estructural concomitante, que predisponen a arritmias y, generalmente, son
causados por variantes o mutaciones en genes que codifican canales i6nicos o proteinas
reguladoras de los mismos (Lombardi, 2013). Las canalopatias arritmogénicas mas
frecuentes son el sindrome de QT largo (SQTL), el sindrome de Brugada (SBr), la
taquicardia ventricular polimorfa catecolaminérgica (TVPC) y el sindrome de QT corto
(SQTC) (Bezzina, Lahrouchi, & Priori, 2015). Algunos trastornos arritmogénicos de etiologia
diversa como la disfuncion del nodo sinusal (DNS) y la taquicardia ventricular idiopatica
(TVI) pueden ser canalopatias arritmogénicas causadas por variantes en estos genes,
particularmente cuando se presentan en edades tempranas (Nof, Glikson, & Antzelevitch,
2009) (Napolitano & Priori, 2002).
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5.1.Sindrome de QT largo

Es un trastorno genético de la repolarizacion cardiaca, que predispone a arritmias
ventriculares (torsade de points vy fibrilacion ventricular), sincope y a la muerte subita
(Medeiros-Domingo, Iturralde-Torres, & Ackerman, 2007). Al ser la canalopatia
arritmogénica mas frecuente (Schwartz et al., 2009), se han identificado pacientes con
SQTL en todos los grupos étnicos del mundo. Aunque en México no se tienen estadisticas
confiables, en poblaciones caucasicas la prevalencia es de aproximadamente 1:2000 en
nacimientos aparentemente sanos (Priori et al.,, 2015). Se calcula que el SQTL es
responsable del 20% de las causas de muerte subita ho explicada cuya autopsia no revelo
la causa de muerte en individuos jévenes (Tester & Ackerman, 2007). El SQTL también
puede ser causa de muerte de cuna y muerte fetal (Arnestad et al., 2007; Crotti et al., 2013).
La presentacidon de sincope o paro cardiaco puede desencadenarse por estrés fisico o
emocional, o durante el reposo o el suefio (Schwartz, Ackerman, George, & Wilde, 2013).
Clinicamente, se caracteriza por una prolongacion del intervalo QT en el
electrocardiograma. Convencionalmente, se utiliza la férmula de Bazett para corregir la
duracién del intervalo de acuerdo con la frecuencia cardiaca (QTc = QT/V RR, expresado
en milisegundos). Los valores de QTc entre 380-430 ms para hombres y 380-450 ms para
mujeres se consideran normales. Por otro lado, se ha considerado anormal un intervalo
QTc = 470 ms en los varones y = 480 ms en las mujeres, sin embargo, en este rango
podemos encontrar tanto a portadores de variantes patogénicas como a sujetos sanos
(Tabla 2) (Giudicessi & Ackerman, 2013). En casos con el intervalo QT en rango dudoso,
se aplican los criterios de Schwarz (Tabla 3), que es un sistema de puntaje que considera
datos clinicos, familiares y electrocardiograficos para hacer el diagndéstico (Schwartz, Moss,
Vincent, & Crampton, 1993).

Tabla 2. Valores de QTc corregidos por Bazzett

1-15 afios Hombre Mujer
Clasificacion adulto adulta
(ms)
(ms) (ms)
Normal <440 <430 <450
Limitrofe 440-460 430-470 450-480
Prolongado >460 >470 >480
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Tabla 3. Puntacion de Schwartz. * Los criterios diagnosticos de Schwartz utilizan una puntuacién 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 24, es alta (Schwartz et al. 1982).

Criterios Puntaje*
Hallazgos electrocardiograficos
QTc
>480ms 3
460-479ms 2
450-460ms 1
Taquicardia helicoidal (TdP) 2
Alternanciade laonda T 1
Muescas de la onda T en 3 derivaciones del ECG 1
Bradicardia para la edad 0,5
Historia Clinica
Sincope
Con estrés 2
Sin estrés 1
Sordera congénita 0,5
Historia familiar
Diagndstico definitivo de SQTL en familiares cercanos 1
MSI antes de los 30 afios en familiares cercanos 0,5

En la gran mayoria de los casos, este sindrome se transmite de forma autosémica
dominante (conocido también como sindrome de Romano-Ward), aunque la forma mas
grave que se acompafia de sordera congénita (Sindrome de Jervell y Lange-Nielsen) es
autosomica recesiva (Medeiros-Domingo, lturralde-Torres, Ackerman, et al., 2007). Al
momento, se conocen 14 genes que pueden causar el fenotipo clasico de SQTL, dos
trastornos multisistémicos raros asociados al alargamiento del QT (Sindrome de Timothy
anteriormente conocido como SQTLS; Sindrome de Andersen-Tawil, anteriormente SQTL7)
y el Sindrome de Ankirina-B (SQTL4) (Tabla 4). Aproximadamente el 75% de los casos es
causado por mutaciones en 3 genes: KCNQ1 (SQTL1), KCNH2 (SQTL2) o SCN5A
(SQTL3), que codifican los canales Kv7.1, Kv11.1 (o hERG) y Nav1l.5, respectivamente
(Figura 10) (Tester & Ackerman, 2018). En aproximadamente 20% de los casos no se puede

identificar el gen causal.
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Tabla 4. Genes causales de sindrome de QT largo (Sicouri & Antzelevitch, 2018).PDF perdida de funcion; GDF

ganancia de funcién.

Subtipo Gen
Sindrome de QT largo (Romano Ward)
LQT1 KCNQ1
LQT2 KCNH2
LQT3 SCN5A
LQT5 KCNE1
LQT6 KCNE2
LQT9 CAV3
LQT10 SCN4B
LQT11 AKAP9
LQT12 SNTA1
LQT13 KCNJ5
LQT14 CALM1
LQT15 CALM2
LQT16 CALM3
LQT17 TRPM4
Sindrome Jervell Lange-Nielsen

JLN1 KCNQ1*
JLN2 KCNE1*
Otros sindromes

sindrome de Ankirina-B ANKB
(LQT4)

Sindrome de Andersen-Tawil KCNJ2
(LQT7)

Sindrome de Timothy (LQT8) CACNALC

Locus
11p15.5
7935-36
3p21-
p24
21g22.1
21g22.1
3p25.3
11923.3
7921-
q22
20g11.2
11924.3
14932.11
2p21
19913.32
19913.33
11p15.5
21g22.1
4025-
q27
17923

12p13.3
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Proteina

Kv7.1

Kvil.1

NaV1.5

MinK

MiRP1

Caveolina 3

Nav4

Yotiao

Sintrofina 1

Kir3.4

Calmodulina 1

Calmodulina 2

Calmodulina 3

Melastatina-4

Kv7.1

MinK

Ankirina B

Kir2.1

Cavl.2

Efecto funcional

PDF, reduccion de
IKS

PDF, reduccién de
IKr

GDF, incremento de
INa tardia

PDF, reduccion de
IKS

PDF, reduccién de
IKr

Incremento de INa
tardia

GDF, incremento de
INa tardia

PDF, reduccion de
IKS

Incremento de INa
tardia

PDF, reduccién de
IKAch

Alteracién del manejo
de Ca2+

Alteracién del manejo
de Ca2+

Alteracion del manejo
de Ca2+

Reduccion del
manejo de cationes

PDF, reduccion de IKs
PDF, reduccion de IKs

PDF, altera multiples
canales

PDF, reduccién de
IK1

GDF, incremento de
ICaL

Frecuencia

30-35%

25-30%

5-10%

<1%

<1%

<1%

Raro

Raro

Raro

Raro

<1%

<1%

<1%

Raro

Raro

Raro

<1%

<1%

Raro
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Figura 10. Clasificacion de los genotipos del sindrome de QT largo centrada en las corrientes (Modificado de
Giudicessi & Ackerman, 2016).

5.2.Sindrome de Brugada

Es una canalopatia arritmogénica que provoca alteraciones graves en la repolarizacion
cardiaca, y se asocia a un mayor riesgo de muerte subita secundaria a taquicardia
ventricular polimérfica de reentrada y fibrilacion ventricular. La prevalencia de este sindrome
es estima en 1-12:10,000 (Lombardi, 2013), aunque posiblemente esta cifra subestima la
prevalencia real, dado que muchos pacientes pueden presentar formas silentes de la
enfermedad. Se presume que el SBr es la causa del 4% de las muertes subitas, y del 20%
de las muertes subitas en individuos con corazones estructuralmente normales (Berne &
Brugada, 2012). Este sindrome afecta mas a hombres que a mujeres (8:1), los hombres
generalmente tienen sintomas mas graves y un mayor riesgo de MS, asi como una mayor
inducibilidad de FV durante los estudios electrofisiolégicos (Berthome et al., 2019). Esto
puede deberse a canales expresados diferencialmente entre géneros (Morita, 2019). Los
sintomas generalmente aparecen alrededor de los 40 afios de vida. Por lo general, es una
afeccion vagal, presentandose las arritmias en reposo o al dormir. EI SBr ocurre en
personas con un corazon estructuralmente normal, pero se ha informado que algunos
pacientes con SBr tienen anomalias microscépicas del miocardio, sugiriendo que algunos
pacientes pueden cursar con alteraciones miocérdicas (Pieroni et al., 2018). A la fecha, el
anico tratamiento es la aplicacion de un desfibrilador automético implantable (DAI)
(Brugada, Brugada, & Brugada, 1998), sin embargo, la quinidina (antiarritmico con actividad

de bloqueo de canales de sodio como Nav1.5 y algunos canales de potasio como Kvl1.4y
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Kv4.2, y Kv11.1) y medicamentos B-miméticos como el isoproterenol (que aumentan la
corriente entrante ICal) estan indicados en pacientes asintoméaticos y se consideran una

alternativa terapéutica al DAI en nifios (Gourraud et al., 2016).

El diagndstico se basa en la presencia de una elevacién del segmento ST en las
derivaciones precordiales del ECG (V1-V3) en la ausencia de cambios estructurales del
corazén, o en la induccion del patrén ECG tipo Brugada mediante agentes farmacol6gicos
(Priori et al., 2015). El patron electrocardiografico puede presentarse de manera transitoria,
por lo que en ocasiones es necesario hacer pruebas farmacolégicas con bloqueadores del
canal de sodio (flecainida o procainamida) para desenmascarar el patron (Antzelevitch et
al., 2005). En una revision reciente de este sindrome, se reconocen 2 tipos de hallazgos
electrocardiograficos: a) patrén tipo |, caracterizado por una elevacion descendente del
segmento ST = 2 mm en mas de una derivacion precordial derecha (V1-V3), seguida de
ondas T negativas; b) patron tipo I, caracterizado por elevacion del segmento ST =22 mm
en precordiales derechas seguida de ondas T positivas o isobifasicas, lo que confiere al
electrocardiograma un aspecto de silla de montar (Figura 11) (Brugada, Campuzano,
Arbelo, Sarquella-Brugada, & Brugada, 2018). Aunque los dos patrones pueden observarse
en el sindrome de Brugada, incluso en el mismo paciente, sélo el tipo | se considera
diagnostico de la enfermedad. El diagnéstico definitivo de sindrome de Brugada sélo debe
establecerse cuando el patrén ECG tipo | se documenta en combinacién con al menos uno

de los siguientes criterios clinicos (Bayés De Luna et al., 2012).:

¢ Fibrilacion ventricular (FV) documentada.

e Taquicardia ventricular (TV) polimérfica documentada.

¢ Inducibilidad de arritmias ventriculares durante el estudio electrofisiolégico
(EEF).

e Sincope o respiracion agénica nocturna.

o Historia familiar de MS en edad previa a los 45 afios.

e Patron ECG tipo | en otros miembros de la familia.
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Figura 11. Patrones caracteristicos de pacientes con SBr. A) Patron tipo |: elevacion descendente del segmento
ST=22 mm en mas de una derivacion precordial derecha, con onda T negativas (morfologia en “lomo de delfin”).
B) Patron tipo II: elevacion del segmento ST=2 mm en precordiales derechas, con onda T positiva o isobifasica
(morfologia de “silla de montar”). La elevacion de segmento se sefiala con una flecha en cada caso (Tomado
de Brugada, Campuzano, Arbelo, Sarquella-Brugada, & Brugada, 2018).

El SBr es una enfermedad con patron de herencia autosémica dominante, de penetrancia
incompleta y expresividad variable. Entre los muchos factores que pueden afectar su
penetrancia y expresividad estan factores ambientales, el género, y la presencia de
variantes genéticas comunes que pueden modificar el cuadro clinico (genes modificadores).
A la fecha, se conocen 24 genes que pueden causar SBr. Las variantes que causan una
pérdida de funcion del canal de sodio SCN5A son las mas frecuentes (20-25% de los
casos), y la contribucién de los otros 23 genes de susceptibilidad para SBr explican
solamente entre el 10 y 15% de los casos (Tabla 5). Asi, en una proporcién muy alta de

pacientes (60-70%), el gen causal del SBr es desconocido (Crotti et al., 2012).
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Tabla 5. Genes vinculados con el sindrome de Brugada. PDF perdida de funcién; GDF ganancia de funcion.

Subtipo Gen Locus Proteina Efecto Frecuencia
funcional
SBrl SCN5A 3p21-p24 NaVv1.5, INa PDF 20-25 %
SBr2 GPD1L 3p22.3 G3PDI1L PDF Raro
SBr3 CACNA1C 2p13.3 Cavl.2 PDF 6-7 %
SBr4 CACNB2 10p12 Cavf2 PDF 4-5%
SBr5 SCN1B 19913.1 Navp1 PDF 1-2%
SBré KCNE3 11g13.4 MiRP2, Ito/Iks GDF <1l%
SBr7 SCN3B 11923.3 Navp3 PDF Rara
SBr8 HCN4 15g24.1 HCN4, If PDF Rara
SBr9 KCND3 1p13.2 Kv4.3, Ito GDF Rara
SBri0 KCNJ8 12p12.1 Kir6.1, IK-ATP GDF Rara
SBrll CACNA2D1 70921-22 Cava2-1 PDF Rara
SBri12 KCNES5 Xqg22.3 MiRP4, Kv4.3, Ito GDF Rara
SBri3 RANGRF 17p13.1 MOG1 PDF Rara
SBri4 KCND2 7q931.31 KVv4.2 GDF Rara
SBri15 TRPM4 19913.33 TRPM4 PDF Rara
SBri16 SCN2B 11923 Navp2 PDF Rara
SBr17 PKP2 12p11.21 plakofilina 2 PDF 25%
SBri8 ABCC9 12pl12.1 SUR2 PDF 4-5%
SBri9 SLMAP 3p21.2-p14.3 SLMAP PDF Rara
SBr20 KCNH2 7935 Kv11.1, Ikr GDF 1-2%
SBr21 SCN10A 3p22.2 Nav1.8 PDF <5%
SBr22 FGF12 3028-g29 FCF12 PDF Rara
SBr23 SEMA3A 7921.11 SEMA3A GDF Rara
SBr24 HEY2 6g22.31 SUR2A, IK-ATP GDF Rara

5.3.Disfuncién del Nodo Sinusal

La disfuncién del nodo sinusal es una coleccion de afecciones en las que el impulso
cardiaco se genera de manera anormal (De Ponti, Marazzato, Bagliani, Leonelli, & Padeletti,
2018). Esta condicion se caracteriza por la formacion y/o propagacion anormal del impulso
de marcapaso, causada por la disfuncién intrinseca del n6dulo sinusal. Se presenta con
sintomas y signos como: bradicardia sinusal, paro sinusal, incompetencia cronotropica y
susceptibilidad a taquicardia auricular (especialmente fibrilacién auricular); ademas se
pueden observar episodios de taquicardia auricular que coexisten con bradicardia sinusal,

llamado sindrome de taquicardia-bradicardia (Tabla 6).
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Tabla 6. Manifestaciones electrocardiograficas de la DNS, estos pueden ser documentables en ECG, Holter-
24h, prueba de esfuerzo (procesos no invasivos) y/o bajo estimulacién cardiaca en estudio electrofisioldgico
(proceso invasivo).

Rasgos electrocardiograficos

Bradiarritmias auriculares
Bradicardia sinusal (< 60 latidos por minuto)
Paro auricular (con y sin escape de unién)
Bloqueo de salida sinusal (grado | - 1II)
Bradicardia auricular ectdpica
Fibrilacion auricular con respuesta ventricular lenta
Pausas mayores a 3 segundos después del masaje carotideo
Pausas prolongadas después de la cardioversion por taquiarritmias auriculares
Taquicardias auriculares
Fibrilacion auricular
Flutter auricular
Taquicardia auricular
Bradicardias y taquicardias alternantes
Sindrome de bradicardia-taquicardia (Caracterizado por el desarrollo de taquicardias auriculares
paroxisticas en pacientes con bradicardia sinusal o bloqueo sinoauricular.)
Retraso o interrupcion en la transmision de un impulso desde las auriculas a los ventriculos (Bloqueo AV,
grado I-111)
Incompetencia cronotrépica (Respuesta inadecuada de la frecuencia cardiaca al ejercicio o0 estrés)

La DNS puede clasificarse como primaria, que incluye la disfuncion extrinseca (engloba
varias causas que ocasionan degeneracion del sistema de conduccién, como alteraciones
anatomicas), y las alteraciones relacionadas con los canales idnicos o intrinsecas, que
tienen un origen genético y a menudo estan asociados con una presentacion mas temprana.
Hay otro grupo asociado con alteraciones del metabolismo, farmacoldgicas y enfermedades

extra-cardiacas llamadas secundarias (Tabla 7).
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Tabla 7. Diferentes presentaciones de disfuncién del nodo sinusal (Modificado de De Ponti, Marazzato, Bagliani,
Leonelli, & Padeletti, 2018).

Presentaciones de la disfuncion de nodo sinusal primaria y secundaria

- DNS PRIMARIA . DNS SECUNDARIA
Intrinseca Extrinseca
Genética Fibrosis degenerativa Desordenes metabdlicos
Variantes en SCN5A, Envejecimiento Hiperkalemia
HCN4, Calcecuestrina, Taquiarritmias atriales Hipocalcemia
Rianodina Isquemia crénica Hipotermia
Miopatia atrial Hipoxia
Amiloidosis Isquemia aguda
Enfermedades del tejido .
. Agentes farmacolégicos
conectivo
Hemocromatosis Medicamentos antiarritmicos (Clase | y II)
Sarcoidosis B-bloqueadores

Distrofias musculares

o Bloqueadores de canales de calcio
hereditarias

Miocarditis Digoxina

Enfermedad valvular Cimetidina

Falla cardiaca Clonidina, metildopa, reserpina
hipertensién arterial Litio, fenotiazina, amitriptilina
Diabetes Enfermedades extra cardiacas
Obesidad Hipotiroidismo

Apnea del suefio

. Hipertension intracraneal
obstructiva

Enfermedades Infecciosa
Fiebre reuméatica
Enfermedad de Chagas
Difteria

El diagnéstico de la DNS se realiza al encontrar tanto sintomas (mareos, sincope,
insuficiencia cardiaca, fatiga e intolerancia al ejercicio) como signos electrocardiogréaficos
(Tabla 6). Sin embargo, cuando la DNS se presenta de manera intermitente y la relacién
entre las anormalidades electrocardiograficas y la presentacion clinica es dificil de evaluar,
puede ser necesaria una investigacion adicional, como monitoreo Holter, prueba de
esfuerzo con ejercicio, prueba de inclinacién o un EEF (De Ponti, Marazzato, Bagliani,
Leonelli, & Padeletti, 2018). La DNS no suele responder de manera adecuada al tratamiento
farmacoldgico, por lo que una vez que se descartan los trastornos secundarios, la terapia
primaria es la implantacién de un marcapasos (De Ponti et al., 2018; Epstein et al., 2008).
A pesar de que la DNS se ha asociado con procesos de remodelacién eléctrica, fibrosis y
degeneracion del NS (pérdida de las células NS), la mayoria de los casos con DNS se
consideran idiopaticos y se asume que su origen puede ser multifactorial, asociandose a

pacientes de edad avanzada.(Morris & Kalman, 2014).

La DNS puede también ocurrir como un trastorno genético hereditario o en casos

esporadicos. En general, estos individuos son diagnosticados en la primera década de la
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vida (Abe et al., 2014; Ishikawa et al., 2017). Actualmente, se han reportado casos familiares
de DNS con herencia autosémica dominante con penetrancia variable y casos con un
patrén de herencia recesiva (Benson et al., 2003; Ruan, Liu, & Priori, 2009). A pesar de que
varios estudios han demostrado que variantes genéticas en SCN5A y HCN4 explican una
gran parte (30% y 5%, respectivamente) de los casos familiares o esporadicos de DNS de
inicio temprano (Tabla 8), se han relacionado variantes en los genes responsables de la
corriente de calcio participante en la actividad sinusal, causando un fenotipo mas severo
global cardiaco, ya que estos genes son menos especificos y estd asociado a TVPC
(Postma et al., 2005). Ademas, se han visto anormalidades en la trafico de canales i6nicos
causadas por una mutacion ankirina-B causan DNS severa al irrumpir la membrana y los

relojes de Ca2* (Le Scouarnec et al., 2008).

Tabla 8. Genética de la disfuncion del nodo sinusal.

Gen Locus Proteina Frecuencia de casos
SCN5A 3p22.2 Nav1.5 30%
HCN4 15924.1 HCN4 5%

Receptor de Rianodina

RYR2 1g42.1-q43 Desconocida

cardiaco
CASQ2 1p13.3-p11 Calcecuestrina 2 Desconocida
ANK2 4025-926 Ankirina-B Desconocida

5.4.Taquicardia Ventricular Polimorfa Catecolaminérgica

Es una enfermedad hereditaria caracterizada por arritmias malignas que ocurren bajo
estimulacion adrenérgica, como el ejercicio o el estrés emocional; posee una tasa de
mortalidad del 35% al 50% a los 35 afios, por lo que constituye una de las canalopatias
arritmogénicas mas graves (Leenhardt et al., 1995). Se calcula que la prevalencia es de
alrededor de 1:10,000. Caracteristicamente, el ECG al reposo es normal, en ocasiones
presentan bradicardia leve y ondas U. En el 75 -100% de los pacientes, el ejercicio puede
inducir arritmias ventriculares graves como extrasistoles ventriculares polimorfas, o bien
taquicardia ventricular polimorfa o bidireccional que pueden degenerar en fibrilacién
ventricular (Figura 12). Asi, el sincope o la muerte subita durante el ejercicio puede ser la
primera manifestacion de la enfermedad. El tratamiento consiste en restriccion del ejercicio

y uso de B-bloqueadores (Priori et al., 2002).
Desde el punto de vista genético, se conocen 7 genes asociados la enfermedad (Tabla 9),

aunque la mayoria de los casos (60%) es causado por variantes en el gen receptor de

rianodina (RYR2) que causa la forma autosémica dominante. Aproximadamente 5% de los
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casos tienen un patrén de herencia autosémico recesivo causados por variantes en el gen
de la calsecuestrina 2 (CASQ2) (Postma et al., 2002).

TVPC (Reposo) TVPC (Ejercicio)
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Figura 12. ECG de la TVPC. El ECG es normal al inicio del estudio (imagen izquierda), pero al hacer ejercicio
aparecen complejos ventriculares prematuros (imagen media) y taquicardia bidireccional (imagen derecha). Los
cambios caracteristicos del ECG estan indicados en rojo.

Tabla 9. Genes relacionados con la Taquicardia ventricular polimérfica Catecolaminérgica. *Patron de herencia
autosémico recesivo.

Gen Locus Proteina Frecuencia de casos
1) Genes de mayor susceptibilidad para TVPC

RYR2 1g42.1-q43 Receptor de Rianodina cardiaco <50-60%

CASQ2* 1p13.3-p11 Calsecuestrina 2 <5%
2) Genes menos frecuentes de susceptibilidad para TVPC

TRDN 6qg22.31 Triadina <1%
CALM1* 14932.11 Calmodulina <1%
CALM2 2p21 Calmodulina <1%
CALM3 19g13.32 Calmodulina <1%
KCNJ2 7p22-pla Kir2.1 Rara

5.5.Sindrome de QT Corto

El Sindrome de QT corto (SQTC) fue descrito recientemente (Gussak et al., 2000), y se
caracteriza por una disminucién en la duracién del intervalo QT, la presencia de arritmias
cardiacas y un riesgo elevado de muerte subita. La presentacion clinica es variable, desde
formas asintomaticas hasta fibrilacion auricular paroxistica o permanente, sincope, arritmias
ventriculares y muerte subita (Patel, Yan, & Antzelevitch, 2010).

La edad de inicio puede ser muy temprana (el primer afio de vida), y en ocasiones ser la
causa de muerte subita en el lactante (Hong et al., 2005). Un intervalo QTc <320 ms es
diagnostico (Figura 13), aunque existe controversia sobre los criterios mas adecuados, ya

gue al igual que en el SQTL, existe superposicion entre los valores del intervalo QT en
individuos normales y enfermos.
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Figura 13. Patron electrocardiogréafico del SQTC, el circulo rojo sefiala el intervalo QT reducido. (Tomado de
Garcia-Elias & Benito, 2018).

La pérdida de la adaptacion del intervalo QT a las variaciones de la frecuencia cardiaca,
con una disminucién de la pendiente de la curva intervalo QT/frecuencia cardiaca, puede
ser un peldafio fundamental en el diagnéstico del SQTC. Ademas, el 50% de los pacientes
exhiben ondas T puntiagudas y simétricas en derivaciones precordiales, que inician
inmediatamente después de la onda S, con un segmento ST muy corto 0 practicamente

ausente.

Se conocen a la fecha 6 genes causales, los cuales ayudan a clasificar esta enfermedad

en diferentes subtipos (Tabla 10).

Tabla 10. Sindrome de QT corto por subtipo genético. PDF perdida de funcion; GDF ganancia de funcién
(Modificado de Garcia-Elias & Benito, 2018)

Efecto funcional Frecuencia
Tipo Gen Proteina de la mutacioén de casos (%)
sQTC1 KCNH2 Kv11.1 (Subunidad a de IKr) GDF 15
SQTC2 KCNQ1 Kv7.1 (Subunidad a de IKs) GDF <1
SQTC3  KCNJ2 Kir2.1 GDF <1
SQTC4 CACNAIC Cavl.2 (Subunidad a 1C de ICal) PDF <1
Proteina auxiliar de Cavl1.2 (Subunidad PDE
SQTC5 CACNB2 B 2 de ICalL) <1
Proteina auxiliar de PDE
SQTC6 CACNA2D1 Cav1l.2 (Subunidad a 2 de ICalL) <1

6. Retos para el diagnéstico clinico y molecular de las arritmias hereditarias.

En el pasado, el diagndstico de las AHs se basaba en la evaluacion de manifestaciones
clinicas, el ECG y estudios electrofisiologicos. Sin embargo, se ha observado que
frecuentemente estas enfermedades comparten muchas caracteristicas fenotipicas y, en
una proporcién importante de los casos, el diagnéstico no es claro (Webster & Berul, 2013).
Una de las caracteristicas clinicas que puede no ser conclusiva son los patrones

electrocardiograficos, los cuales pueden ser intermitentes o limitrofes en algunos pacientes,
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ademas de que puede haber presentaciones asintoméaticas, dificultando aun mas el
diagnéstico (Priori et al., 2015).

Desde el punto de vista molecular, cada una de las arritmias hereditarias pueden ser
causadas por mas de un gen, y a la vez distintas variantes en un mismo gen pueden causar
diferentes expresiones fenotipicas (Figura 14). Asi, se sabe que variantes en el canal de
sodio SCN5A pueden causar SQTL, SBr, fibrilacion ventricular idiopética, enfermedad del
nodo sinusal, y hasta cardiomiopatia dilatada, una enfermedad donde hay cambios
estructurales del musculo cardiaco (Fernandez-Falgueras, Sarquella-Brugada, Brugada,

Brugada, & Campuzano, 2017).

AKAPS ~ KCNE1  KCNE2
BrS cAV3 we CPVT
KCNJ5 ~ SCN4B CALM1
ABCC9  GPDIL SCN5A i RYRZ
FCF12  HCN4 SCN1B CALMZ
HEY2 KCND2 KCND3 CALM3 —
RANGRE  KCNJ8 KeNH2
. .
PKP2  KCNE3  KCNES CACNA1C
SCNIOA SCN2B
SEMA3A TRPM4  CACNA2D1
ScN3B  stmap  CACNBZ

Figura 14. Diagrama de superposicion entre los genes asociados con sindrome de Brugada (BrS),
sindrome de QT largo (LQTS), taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica (CPVT) y sindrome
de QT corto (SQTS). (Tomada de Fernandez-Falgueras et al., 2017).

7. Limitaciones del Diagnostico Molecular

Es fundamental tratar de llegar al diagndstico molecular, ya que el diagnéstico clinico no
siempre es claro, y la identificacion del gen causal puede tener implicaciones en el
tratamiento. Ademas, el identificar la mutaciébn causal permite hacer diagnostico
presintomatico en otros miembros de la familia, y ayuda a generar conocimiento basico que
puede tener implicaciones clinicas en el mediano y largo plazo. Estos estudios requieren
una estrecha cooperacién entre cardiélogos, genetistas clinicos y genetistas moleculares
ya que el analisis e interpretacion puede ser dificil y limitado (M. J. Ackerman, 2015; Hofman
& Wilde, 2016).
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Actualmente, la primera estrategia para el estudio molecular de las AHs es la secuenciacion
de nueva generacion dirigida de los genes conocidos que causan estas enfermedades. Con
esta estrategia puede encontrarse la mutacion causal o probablemente causal en un rango
variable de los casos para cada enfermedad: desde solamente el 20-30% de los casos en
SBr hasta el 75-80% de los casos de SQTL (Tabla 11) (M. J. Ackerman, 2015; Louis,
Calamaro, & Vinocur, 2018). Aunque esta estrategia tiene una alta sensibilidad para
detectar variantes puntuales, no puede identificar inserciones o deleciones grandes, y tiene
una menor especificidad para detectar deleciones e inserciones pequefas. Asi, en algunas
familias esta estrategia tendra que complementarse con otras estrategias como la
secuenciacién del exoma o del genoma completo, y amplificacién de sondas de ligandos
multiples (MLPA) (Barc et al., 2011; Sonoda et al., 2018).

Tabla 11. Resumen del papel de las pruebas genéticas en diversas enfermedades (Modificado de Louis et al.,
2018).

Rendimiento Impacto subjetivamente estimado de las
Arritmia diagnostico en pruebas genéticas en los probandos
hereditaria probandos bi . _ _
- iagnostico Prognosis Terapia
definitivos
SQTL 75-80% +++ +++ ++
SBr 20-30% + + -
TVPC 60-70% +++ + -
SQTC ? +- - -

Una de las limitaciones principales de los estudios moleculares es el encontrar variantes
nuevas con un papel no claramente causal en la enfermedad, ya que se tratan de
polimorfismos de muy baja frecuencia, 0 son cambios de aminoéacido para los que no se
sabe la consecuencia sobre la funcién de la proteina. Ademas, la mayoria de las variantes
encontradas son privadas, es decir, ocurren en una sola familia, y sus consecuencias
funcionales o fisiopatoldgicas pueden ser inciertas, de tal manera que se describen como

“variantes de significancia desconocida” (VUS, por sus siglas en ingles).

Actualmente, solo una pequefia fraccién de todas las variantes identificadas en familias o
individuos con SQTL, SBry TVPC se han estudiado funcionalmente, y una proporcién ain
menor se estudia directamente en modelos animales o cardiomiocitos. Aunque hay
programas que predicen las consecuencias funcionales de las variantes de manera
computacional, a la fecha ninguno de estos métodos ha sido validado rigurosamente para
darle valor clinico. Como resultado, la falta de validacion biolégica o funcional de los efectos

de las variantes sigue siendo la limitacion mas importante en la interpretaciéon de las
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variantes genéticas encontradas en pacientes con AHs. Sin embargo, los estudios
familiares pueden ser (tiles para identificar genes causantes y modificadores al analizar la
cosegregacion de variantes sospechosas y enfermedades cuando la estructura familiar es
apropiada. La penetrancia incompleta o la expresion subclinica pueden complicar el analisis
de segregacion en casos familiares, esto es especialmente complicado en enfermedades

de baja penetrancia como SBr (Probst et al., 2009).

8. Clasificacion de la patogenicidad de variantes.

Uno de los grandes problemas del diagndstico molecular es que, dada la enorme variacion
genética natural, el identificar una variante genética nueva no implica que cause
enfermedad. Los informes de pruebas moleculares reportan las variantes indicando la
alteracion en la secuencia del DNA, el cambio que causa en la proteina correspondiente, y
luego, criticamente, se clasifica cada variante en cuanto a su posible patogenicidad. Es
importante destacar que se ha sugerido que se limite el uso del término “mutacién” ya que
puede causar confusion. Las pautas del Colegio Americano de Genética Médica y
Gendmica (ACMG por sus siglas en inglés) recomiendan el término “variante” y uno de los
siguientes cinco calificativos: patogénica, probablemente patogénica, de significado

incierto, probablemente benigna y benigna (Richards et al., 2015).

En general, las variantes que producen cambios en el marco de lectura, codén de
terminacién o grandes deleciones pueden considerarse patdgenicas. Por el contrario,
determinar la patogenicidad de las variantes con sentido erréneo (no sinébnimo) es mas
complejo. Sin embargo, este tipo de variantes pueden considerarse variantes de interés
clinico si cumplen uno o mas de los siguientes criterios (Cotton & Scriver, 1998; Hofman,
Langen, & Wilde, 2010):

1) Si esta ausente o tiene una frecuencia alélica muy baja en un nimero significativo
de controles sanos de la poblacion general (MAF<0.001; 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 comdn en la
poblacion general que pueden ser de utilidad (e.g.1000 Genomas, ClinSeq,
gnomAD); asi como bases que incluyen variantes patogénicas (e.g. ClinVar y
HGMD).
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2) La variante debe cosegregar con la enfermedad en la familia, es decir, que sélo los
portadores de la variante presenten la enfermedad (i.e. el fenotipo coincide con el
genotipo), y los familiares sanos no presentan la variante. Las variantes que

ocurrieron de novo en el paciente estan fuertemente asociadas con patogenicidad.

3) Variantes que causan cambios de aminoacido con diferente polaridad y/o tamafio,
asi como cambios en una regién conservada de la proteina, sugieren una mayor
probabilidad de causar enfermedad. Existen varios programas bioinformaticos que
dan una prediccion sobre el posible efecto funcional de una variante con base en

estas caracteristicas (e.g. Polyphen Harvard, SIFT, Mutation Tester).

4) Los estudios en modelos in vitro 0 modelos animales pueden ayudar a establecer el
efecto funcional de la variante sobre la proteina. Si bien, ningin modelo in vitro o
animal recapitula fielmente la fisiologia en seres humanos y las limitaciones
econdémicas y tecnoldgicas muchas veces hacen prohibitivo el desarrollo de estos
modelos. Los resultados positivos en este tipo de sistemas constituyen un
importante hallazgo que respalda la patogenicidad de una variante.

Para esto, el ACMG publicé una serie de pautas actualizadas para interpretar variantes

genéticas, que incluyen criterios estandarizados y estrictos para la clasificaciéon (Figura 15).

Para el caso especifico de las canalopatias, Campuzano et al. han propuesto un sistema
de puntuacion numérica para clasificar una variante (Tabla 12), con base en la informacién
disponible sobre la misma, considerando la funciéon del gen y/o proteina en la que se
encuentra; su efecto sobre la funcion de la proteina de acuerdo con predicciones in silico,
y estudios in vitro e in vivo; la segregacion de la mutacioén en la familia; y la informacién

clinica que existe disponible sobre la variante.

Actualmente, la compleja correlacién entre el genotipo y el fenotipo de las AHs es objeto de
una extensa investigacion. Por un lado, la prioridad es mejorar el rendimiento de las pruebas
genéticas. Dada la enorme variacion genética y la baja representacion de la poblacion
Latina en este tipo de estudios, se necesita describir el espectro de variantes. Por otro lado,

es necesario comprender mejor la fisiopatologia de las AHs, los mecanismos que causan
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las arritmias y las posibles implicaciones del diagndstico molecular en el tratamiento

farmacoldgico.

PMI

Ubicado en un hotspot mutacional y/o dominio funcional critico y bien establecido (p. Ej., Sitio activo de una
enzima) sin variacion benigna.

Ausente en controles (o con una frecuencia extremadamente baja si es recesivo) en Exome Sequencing Project, 1000
Genomes Project o Exome Aggregation Consortium.

PM3  Para trastornos recesivos, detectados en trans con una variante patogénica.

(LAY La longitud de la proteina cambia como resultado de eliminaciones/inserciones en el marco en una regién no
repetida o variantes de perdida de coddn de paro.
PMS Cambio nuevo de sentido erroneo en un residuo de aminoacido donde se ha visto anteriormente un cambio de
sentido erréneo diferente determinado como patégeno.
pme  Asumido de nove, pero sin confirmacion de paternidad y maternidad.
PPL Cosegregacion con enfermedad en maltiples miembros de la familia afectados en un gen que definitivamente se
sabe que causa la enfermedad.
T Variante sin sentido en un gen que tiene una baja tasa de variacion sin sentido benigna y en el que las variantes sin
sentido son un mecanismo comiin de la enfermedad.
PP3 Miiltiples lineas de evidencia computacional respaldan un efecto nocivo sobre el gen o producto genético
DE APOYO (conservacion, evolucion, impacto de empalme, etc.).
o El fenotipo o los antecedentes familiares del paciente son altamente especificos para una enfermedad con una sola
etiologia genética.
T Una fuente de buena reputacion informa recientemente que la variante es patogena, pero la evidencia no esta
disponible para que el laboratorio realice una evaluacion independiente.
(1) L MUY FUERTE + ) o
>1FUERTE 0 (i) 1MUY FUERTE + 1 MODERADA o (i) Los criterios de
>2 MODERADA o patogenicidad o
1 MODERADA + 1 DE APOYO o (it} 1FUERTE+1-2 MODERADA o benignidad no se
=2 DE APOYO 2 D APOTO cumplen
1 P (2}
PATOGENICO L NIE Significado incierto
(ii) = 2 FUERTE o HTEEELED iv) = 3 MODERADA ii iteri
(iv) 2 . (ii)Los criterios de
(ii) 1 FUERTE + (v) =2 MODERADA + = 2 DE APOYO o patogenicidad y
=3 MIODERADA o benignidad son
2 MODERADA + = 2 DE APOYO 0 (vi) 1 MODERADA + = 4 DE APOYO contradictorios
1 MODERADA + = 4 DE APOYO

Figura 15. Clasificacion de patogenicidad de variantes genéticas segun el ACMG (Modificado de
Richards et al.. 2015)
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Tabla 12. Clasificacién de patogenicidad de variantes genéticas asociadas con canalopatias arritmogénicas
(Tomado de Campuzano et al. 2015).

Criterio Variacién genética Puntuacion
Comprobacion - Identificada en un gen relacionado con la enfermedad 3 puntos
clinica - Identificada en un gen nuevo 2 puntos
- Reportada como patogénica en bases de datos internacionales
i M- . 3 puntos
(minimo dos estudios independientes)
- Reportada como patogénica en bases de datos internacionales 2 puntos
(previamente reportada como patogénica en un solo estudio) P
Base de datos - No reportada previamente en estudios poblacionales (variante
nueva en un gen ligado claramente a una via funcional en 1 punto
desordenes eléctricos cardiacos)
- Reportadas en estudios poblacionales con una frecuencia del 1 punto
alelo menor (MAF) < 0.01 P
- 25 familiares afectados, en = 3 generaciones 3 puntos
Segregacion - <4 familiares afectados, en 2 3 generaciones 2 puntos
familiar - Presente Unicamente en el caso indice 1 punto
- Mutacién de novo 2 puntos
Estudios in - Resultado positivo 2 puntos
vitro - Resultado negativo 0 puntos
Estudios in - Resultado positivo 2 puntos
vivo - Resultado negativo 0 puntos
- Resultado positivo en 2 4 bases de datos diferentes 2 puntos
Programas de L .
o - Resultado positivo en < 4 bases de datos diferentes 1 punto
prediccion in . . .
silico - Resultado negativo o no disponible en bases de datos 0 puntos
diferentes
Variante de Benigno
s - Probablemente a o Probablemente (Variante reportada en
Patogénico Nl significado i ; e
patogénico o no patogénico estudios de poblacién
(= 12 puntos) incierto con un MAF >1% y/o no
(11'9 pUﬂtUS) (s 4 pu nt05) segregacion en familiares
(8-5 puntos) afectados)

II.  Planteamiento del Problema

Las arritmias hereditarias (Sindrome de QT largo, Sindrome de Brugada, Disfuncion del
nodo sinusal, Sindrome de QT corto, Taquicardia Ventricular Polimorfa Catecolaminérgica)
son enfermedades que alteran el funcionamiento normal del corazon al causar
anormalidades en su ritmo. Cada una de estas enfermedades posee caracteristicas clinicas
(sintomas y alteraciones en estudios de funcion cardiaca) y genémicas (variantes), las
cuales pueden sobreponerse entre si, pudiendo dificultar el diagnostico. En la poblacion
mexicana existen reportes aislados de variantes relacionadas con estas enfermedades,
pero, el espectro de estas variantes y la relacion que ellas puedan tener con el fenotipo de

los pacientes se desconoce. Debido a lo anterior proponemos la siguiente pregunta:
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¢, Cuales son las caracteristicas clinicas y gendmicas de un grupo de pacientes mexicanos

con arritmias hereditarias?

IIl.  Hipodtesis

En la poblacién mestiza mexicana existen variantes genéticas de interés clinico diferentes
a las reportadas en otras poblaciones. El estudio clinico y genémico de pacientes con CA

contribuird a entender mejor estas enfermedades y las variantes genéticas que las causan.

V. Justificacion

La muerte subita cardiaca (MSC) es una de las principales causas de muerte en adultos
jévenes y nifios en todo el mundo, frecuentemente es debida a arritmias hereditarias.
Diferentes estudios han determinado que hasta el 30% de los casos de muerte subita
inexplicada (MSI) pueden deberse a AH. En las ultimas dos décadas se han identificado
una gran cantidad de genes involucrados en estas enfermedades y se han descrito
mutaciones que pueden causar diferentes AH. Sin embargo, en una proporcion significativa
de pacientes con un fenotipo bien definido, la secuenciacién de nueva generacion no ha
permitido identificar la variante causal de la enfermedad. Las poblaciones latinas estan
subrepresentadas en los estudios gendmicos de las AH. Aunque existen informes aislados
de variantes patogénicas en pacientes mexicanos con arritmias hereditarias, no se ha
descrito el espectro de estas variantes en la poblacion general. La identificacién de nuevas
variantes causales puede contribuir a la mejor comprension de estas enfermedades, puede
ser util para el diagnéstico y el tratamiento oportunos de los pacientes, asi como para
identificar familiares en riesgo de muerte subita. Ademas, la descripcion de variantes
genéticas en poblaciones subrepresentadas como la mexicana pueden dar elementos que
ayuden areclasificar variantes genéticas que sean consideradas como de significado clinico

desconocido.
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V. Objetivo general

VI.

VII.

Caracterizar clinica y genoOmicamente a los pacientes mexicanos con arritmias hereditarias
y sus familiares, describir el espectro de las variantes y su relacion con el fenotipo de la
enfermedad.

Objetivos especificos

1. Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes seleccionados con arritmias
hereditarias.

2. ldentificar el espectro de variantes de los pacientes con arritmias hereditarias.

3. Determinar las formas de herencia en los casos familiares de los diferentes tipos de

arritmias.

4. Analizar las caracteristicas genotipo-fenotipo en los pacientes diagnosticados con

arritmias hereditarias.

5. Comparar los criterios de Campuzano y los criterios de la ACMG para definir la
patogenicidad de las variantes.

Materiales y Métodos

1. Tipo de estudio

El estudio es de tipo observacional, retrospectivo, transversal, descriptivo.

2. Muestreo

El muestreo fue de tipo consecutivo.
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3. Poblacién de estudio.

1. Este proyecto fue aprobado por los Comités de Etica del Instituto Nacional de Medicina
Gendmica (INMEGEN) y del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chéavez
(INCICH) en la Ciudad de México (Anexo 1). Se incluyeron pacientes de ambos sexos,
con diagnéstico clinico de canalopatia arritmogénica (CA), el cual fue determinado
segun los criterios de Schwartz para el Sindrome de QT largo, los criterios del
consenso de Sindrome de Brugada para el sindrome de Brugada, y finalmente la guia
de manejo de pacientes con arritmias ventriculares y la guia de manejo de pacientes
con bradicardia y retraso en la conduccion cardiaca de la Asociacion Estadounidense
del Corazon (AHA) para la Taquicardia Ventricular Polimorfa Catecolaminérgica y
Disfuncién del nodo sinusal, respectivamente. No fueron incluidos aquellos pacientes
gue presentaron alteraciones estructurales del musculo cardiaco evidentes en estudios
paraclinicos, o que contaran con diagnéstico de enfermedad cardiaca atribuible a una

cardiomiopatia congénita o heredada (Tabla 13).

Tabla 13. Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion para la captacion de pacientes.

Criterios de Criterios de Criterios de
inclusion. exclusion. eliminacion.
- Cumplir con los - Presentar - Presentar en el

criterios clinicos para el
diagnostico de alguna
arritmia hereditaria
segln los lineamientos

alteraciones
estructurales del
musculo cardiaco
evidentes en estudios

transcurso del estudio
evidencia de
alteraciones
estructurales del

de la AHA, CCSB, paraclinicos. musculo cardiaco.
AFMA. - Contar con - Deseo de participante
- Aceptar participar en diagnéstico de de retirarse del

el estudio. enfermedad cardiaca estudio.

atribuible a una
miocardiopatia
congénita o heredada.

Los pacientes fueron referidos del INCICH y de otras instituciones de salud publica, como
también a través de la consulta privada de diferentes médicos especialistas en todo el
territorio mexicano. Los datos clinicos de pacientes y de los familiares que aceptaron
participar en el estudio, se obtuvieron mediante recopilacion de informacion proveniente

del expediente médico, incluyendo estudios de gabinete (electrocardiogramas, Holter,
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pruebas de esfuerzo, estudios electrofisiologicos, ecocardiogramas, cardioresonancias,
etc.). El registro de antecedentes heredofamiliares se llevé a cabo mediante entrevista
directa con el caso indice o con alguno de sus familiares. Durante la entrevista también se
realiz6 un arbol genealégico y se recolectd una muestra de sangre periférica de
aproximadamente 10cc para la extraccién de ADN del caso indice y de todos los familiares

de primer grado disponibles.

4. Extraccion de DNA gendémico

El DNA gendmico fue extraido a partir de leucocitos en sangre total en EDTA en todos los
casos de CAy sus familiares, para esto se utilizé el kit Maxi Blood de QIAGEN (Cat. 51194),
para el cual se colocaron, en un tubo de centrifugado de 50 ml, 500 ul de QUIAGEN
protease (Cat No./ID: 19155), se agregaron luego 5 ml de sangre homogeneizada y se
mezclé gentilmente. Seguido de esto se afiadieron 6 ml de buffer AL (Cat No./ID: 19075) y
se mezclaron por inversion 15 veces, posteriormente se agitaron vigorosamente por 1 min,
al realizar esto se incubaron a 70 C° por 10 min. Al terminar la incubacién se afiadieron 5
ml de etanol 100% frio (-20 C°) y se mezclaron por inversion 10 veces, luego vigorosamente
por 30 s. Se traspaso todo el contenido a la columna, se centrifugd a 1850 g (3000 rpm) por
3 min, luego de retirar de la centrifuga, se descarto el filtrado y se agregaron 5 ml de buffer
AW1 (Cat. no. 19081) a la columna y se centrifugd a 4500 g (5000 rpm) por 1 min. Luego
de retirar de la centrifuga, se agregaron 6 ml de buffer AW2 (Cat. no. 19072) a la columna,
lo cual se volvi6 a centrifugar, esta vez a 4500 g (5000 rpm) por 15 min. Se agregaron 350
ul de H>O grado BM (Cat. H20MB0106) sobre la membrana, se tapé y dejaron por 2 horas,
se centrifugaron y el filtrado se coloc6é en tubos Eppendorf de 1.5 ml previamente
identificados. La integridad del DNA extraido se observé mediante electroforesis en gel de
agarosa 1.0% (Anexo 4), tefiido con GelRed® 10,000X en agua (Cat. BO5- 41003) vy
cuantificado por espectrofotometria en el Nanodrop 2000 (Cat. ND2000).

5. Secuenciacion de Nueva Generacion (SNG)

El abordaje inicial para el estudio genético de los casos indice sin analisis previo y los
casos de MSI, fue la SNG sitio-dirigida, la cual se llevé a cabo mediante el kit comercial
de secuenciacion TruSight Cardio® de lllumina (Cat. FC-141-1011) que permitid
secuenciar las regiones exonicas e intronicas flanqueantes de 174 genes implicados en

diferentes condiciones cardiacas hereditarias. El proceso de SNG se realiz6 en un
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secuenciador Mi-Seg® (lllumina). Esta estrategia también se aplico a los pacientes en
quienes no se encontrd un diagnostico molecular definitivo que fueron estudiados
previamente con plataformas de SNG diferentes (Figura 16). En 3 familias se realizé

secuenciacién del exoma utilizando el kit All Exome Sequencing Sure Select version 5 de

Caso de MSI l I Casos con AHs

Agillent.

Individuos ‘ ‘
oo Nunce Previamente
estudiados 03tudhados con otras

técnicas de SNG

genéticamente

| No se encontrd variante candidata |

3
1) SNG sitio dirigida .-_J

{TruSight Cardio)

 §

| No se encontrd variante candidata |

Estrategia de

secuenclacion I 2) MlPAl|

| No se encontrd InDel |

) |

3) Secuenciacion
de exoma
completo

| Deteccion de inDels. |

Andlisis

informatico v

Deteccion de variantes raras patogenicas,
probablemente patogénicas o VUS segun ACMG y
Campuzano et ol. (2015)

Figura 16. Estrategias de secuenciacion de nueva generacion para la identificacion de variantes patogénicas
que causan AHSs.

6. Procesamiento de datos obtenidos por SNG

Los datos crudos del proceso de SNG se obtuvieron en formato FastQ-Sanger (Figura 17),
la puntuacion de calidad utilizada fue la escala Phred de probabilidades de error (Tabla
14).

f Etiqueta _ )
Secuencia
@FORJIUSPO2AIWDL If

CCGTCAATTCATTTAAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCAGGLGGT

k Q=A=25 k Puntaje Q (Calidad ASCII)

Figura 17. Formato FastQ-Sanger. Este formato consta de cuatro lineas para cada lectura. La linea 1 comienza
con un caracter “@”, seguido del nombre del identificador del secuenciador dado a la lectura por el secuenciador,
como se describié anteriormente. 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
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secuencia en la linea 2. Debe contener el mismo nimero de simbolos de la linea 2 (Cock, Fields, Goto, Heuer,
& Rice, 2009) .

Tabla 14. Escala Phred de probabilidades de error. *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 log10P, donde Q es el puntaje de calidad de Phred y P la probabilidad de que una base
haya sido nombrada incorrectamente. Esta Gltima es calculada mediante la determinacion de la forma del pico
de fluorescencia y su resolucién (Ewing & Green, 1998b, 19982).

Q (Calidad Probabilidad de deteccién Precisién de la
Phred)* errénea deteccion
10 len10 90%

20 1en 100 99%

30 1en 1000 99.9%

40 1 en 10000 99.99%

50 1 en 100000 99.999%

7. Reporte de calidad

Los datos con un valor Phred = 30 que se encontraron en ambas hebras del DNA y en
mas de 10 lecturas se consideraron de calidad confiable y fueron empleadas para el
andlisis de datos.

8. Procesamiento de datos

Los datos crudos en formato FastQ-Sanger fueron procesados a través de una tuberia
bioinforméatica (pipeline) con el alineamiento de las lecturas respecto a un genoma de
referencia, en la mayoria de los casos hgl9, GRCh37; para luego realizar la deteccion de
variantes (Figura 18).

Burrows-Wheel Aligner
(BWA)

Alineamiento

Genome Analysis Toolkit
(GATK)

Llamado de variantes

baseSpace

Annovar, Variant Effect

Anotacion Predictor (VEF)

Filtrado de variantes

Figura 18. Pipeline o tuberia informatica para el analisis de datos genémicos obtenidos con diferentes
tecnologias y plataformas de SNG.

El alineamiento se realizé con el paquete BWA Enrichment v2.1.0 (H. Li & Durbin, 2010)
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de acuerdo a los pardmetros por defecto del paquete BaseSpace de lllumina o
directamente en un pipeline bioinformatico generado para estos fines. Se obtuvo como
resultado del alineamiento un archivo SAM (Sequence Alignment/Map). La recalibracién
de la calidad de bases, el realineamiento en torno a inserciones/deleciones (InDels), la
eliminacion de duplicados y la deteccién de SNPs, SNVs e InDels se llevé a cabo con el
programa de codigo abierto Genome Analysis Toolkit (GATK) version 4-1-2-0,

(software.broadinstitute.org)(Depristo et al., 2011).

9. Anotacién de variantes

La anotacion de variantes se realizd6 con los softwares ANNOVAR

(http://wannovar.wglab.org) (H. Yang et al., 2016) y/o Variant Effect Predictor

(https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html) (McLaren et al., 2016). Con

estos programas se obtuvo la siguiente informacién de cada variante:

a) El cambio de aminoacido y su posicién en la proteina.

b) El posible efecto de la variante sobre la funcién de la proteina de acuerdo a
varios programas computacionales de prediccién, como PolyPhen Harvard 2.0
(Adzhubei et al., 2010) y SIFT (Kumar, Henikoff, & Ng, 2009) entre otros. En
promedio se utilizaron 12 programas de prediccion diferentes por variante (Anexo
3).

c) La frecuencia alélica en diferentes poblaciones del mundo segun los proyectos

Genome Aggregation Database (GnomAD) (https://gnomad.broadinstitute.org/)

(Karczewski et al., 2020) y 1000 Genomes (https://www.internationalgenome.org/)
(Altshuler et al., 2010).

d) Datos clinicos reportados por la base de datos Clinvar

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar).

10. Seleccion de Variantes de Interés

Se consideraron variantes de interés clinico de AHs a aquellas:

1. Variantes previamente reportadas como patogénicas o como causales de la CA que
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padece 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 contaran con las siguientes
caracteristicas:

a) Que interrumpan o alteren el marco de lectura abierto (i.e. variantes de sentido
erréneo, sin sentido, InDels o que cambian el marco de lectura) o que se localizaran

en un sitio aceptor o donador de splicing.

b) Que fueran nuevas (no reportadas) o raras (frecuencia del alelo menor < 0.001 de

acuerdo con la base GnomAD Browser o 1000 Genomes Browser.

C) Variantes de sentido erréneo que tuvieran una prediccién funcional dafiina o

deletérea en = 8 programas computacionales.

3. Variantes con las caracteristicas descritas previamente, pero localizadas en genes

causales de otras Cas.

4. Polimorfismos raros (MAF < 0.005) y comunes (MAF >0.005) en genes causales de AHs

encontrados con mayor frecuencia en la poblacién Latina de GnomAD Browser.

10. Secuenciacion Sanger.

Al tener seleccionadas nuestras variantes de interés, se confirmé su presencia a través de
secuenciacion por terminacién Sanger en los casos indice y sus familiares disponibles
para buscar co-segregacion, o dado el caso, mutaciones de novo. Se utiliz6 el kit BigDye®
Direct Cycle Sequencing (Cat. N° 4458687) (Figura 19).

Al finalizar estos pasos, se realiz0 la electroforesis capilar de cada una de las muestras en

un Secuenciador Automatico 3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems), se obtuvieron
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como resultados electroferogramas en archivos .ab1l, los cuales fueron visualizados en el

programa FinchTV (https:/digitalworldbiology.com/FinchTV).

[ PCR de amplificacion J

/

Mezcla maestra de PCR directo

BIgDye' 7.5ul

Agua desionizada 1 ul

).

Mezcla de cebador de PCR
con cola M13 (0.8 uM cada
cebador) 2.5 ul

= Primer

5 ep———— 3’

ADN gendmico (8 ng/ul)
1.5ul

"'J;.' .O
e ]
i

Volumen total por reaccién
15.0 ul

y

L T )

Termociclador Il I
GeneAmp™ PCR .
System8700 Cat Ranad
4339388).
HREERARRERNEREERDD
- R sl
Evaluar calidady cantidad de los productos
PCR de secuenciacion Sanger ‘ en un gel de agarosa al 1.5%
2.0 ul de BigDye® Direct 5 ul de la mezcla de la
Sequencing Master Mix y 1.0 ul de primera reaccion de
BigDye® Direct M13 Fwd Primer secuenciacion
-
s B o

Termociclador
GeneAmp™ PCR
System 9700 (Cat.
4339388).

Figura 19. Proceso de secuenciacion Sanger


https://digitalworldbiology.com/FinchTV).
https://digitalworldbiology.com/FinchTV).

11.Valoracién de patogenicidad

Las variantes de interés fueron evaluadas por los criterios del ACMG, con ayuda del
programa en linea Varsome (varsome.com) y los criterios propuestos por Campuzano et
al., (2015). Se compararon los resultados de ambos criterios, clasificando cada variante

como patogénica, probablemente patogénica o variante de significado clinico desconocido.

12. Amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples (MLPA)

En aquellos casos donde no se pudo encontrar una variante candidata, se aplicé la técnica
de amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples. EI proceso, inicié con la
desnaturalizacién de ADN (Dia 1), donde se etiquetaron los tubos o tiras de 0,2 ml, seguido
de la colocacion de 5 ul de muestra de ADN (35 ng/ul) a cada tubo. Se utilizé TE para el
control negativo de ADN. Los tubos fueron colocados en el termociclador; se desnaturalizo
la muestra de ADN durante 5 min a 98 °C; luego se enfrié a 25 °C antes de retirar los tubos
del termociclador. Para preparar la reaccion de la hibridacion, se agité el amortiguador
MLPAy el MLPA probemix antes de usarse. Se prepar6 una mezcla maestra de hibridacion
que contenia para cada reaccién: 1.5 ul de amortiguador MLPA + 1.5 ul de probemix.,
mezclandose bien mediante pipeta o agitador. Después de la desnaturalizacion del ADN,
se agregaron 3 ul de mezcla maestra de hibridacién a cada tubo de muestra. Se mezclé
bien con una pipeta arriba y abajo. Se continu6é con el programa del termociclador: se
incubd durante 1 min a 95 °C, luego de 16 a 20 horas a 60 °C. Para la reacciéon de la
ligacion (Dia 2) agitamos los dos amortiguadores Ligase (A y B) antes de usarlos.
Preparamos una mezcla maestra Ligase-65. Para cada reaccion, se mezclaron: 25 ul de
dH20 + 3 ul de Ligase Buffer A + 3 ul de Ligase Buffer B. Luego se agregd 1 ul de la
enzima Ligase-65. Se mezcld bien por pipeta suavemente hacia arriba y hacia abajo.
Nunca se agitaron las soluciones enziméticas. Continuamos con el programa del
termociclador: pausa a 54 °C. Cuando las muestras estaban a 54 °C, se agregaron 32 ul
de mezcla maestra de ligasa a cada tubo. Se mezcl6 suavemente por pipeta hacia arriba
y hacia abajo. Es importante resaltar que la mezcla maestra de ligasa debe agregarse
mientras las muestras estan en el termociclador. Se continué con el programa del
termociclador: 15 min de incubacién a 54 °C (para ligadura); 5 min a 98 °C para la
inactivacion por calor de la enzima Ligase-65. Pausa a 20 °C. En este punto, los tubos se
extrajeron del termociclador. Finalmente se preparé la reaccion de PCR. El SALSA PCR

primer mix fue agitado. La polimerasa se calenté durante 10 s en la mano para reducir la
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viscosidad. Al tener los reactivos listos, se realizo la mezcla maestra de polimerasa. Para
cada reaccion, se mezclaron: 7.5 ul de dH20 + 2 ul de la mezcla de cebador SALSA PCR
+ 0.5 ul de SALSA Polimerasa. Se mezclaron bien por pipeta arriba y abajo. A temperatura
ambiente, se agregaron 10 ul de mezcla maestra de polimerasa a cada tubo. Se mezclaron
por pipeta suavemente hacia arriba y hacia abajo. Posterior a esto se colocaron los tubos
en el termociclador y continu6 el programa del termociclador; 35 ciclos de 30 s a 95 °C; 30
s 60 °C; 60 s 72 °C. Se termin6 con 20 min de incubacién a 72 °C; y se paus6 a 15 °C.
Los resultados de este proceso fueron procesados para lectura de fragmentos, y los
resultados fueron analizados en el programa coffalyser
(https://www.mlpa.com/WebForms/WebFormMain.aspx?Tag=_6MeHxYlkoncoMKK1IlyFiV
70YoxUIdEXrxFIKiljS2m59PKUKDgPZyA).

13. Analisis estadistico

Las variables numéricas se expresaron como media + DE y categéricas como porcentajes.
Al realizar comparaciones entre variables categéricas y variables numéricas se utilizo la
prueba t de Student o la prueba U de Mann-Whitney. Las variables categoricas se
analizaron utilizando chi-cuadrada o la prueba exacta de Fisher cuando fue necesario.
Todos los andlisis se realizaron con la informacion disponible de las variables utilizando la

version SPSS 25; Los valores de P < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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VIII. Resultados
1. Poblacién de estudio

Previo al inicio de este analisis, 80 pacientes y sus familias habian sido captados entre
junio de 2012 y julio de 2018. Luego, 6 pacientes y sus familiares fueron captados desde
agosto de 2018 hasta septiembre de 2019, dando un total de 86 pacientes mexicanos
mestizos con diagnéstico definitivo o probable de AH, incluyendo: 34 pacientes con SQTL,
14 pacientes con SBr, 13 pacientes con DNS, 5 pacientes con TVPC, y 20 pacientes con
un diagnostico no bien definido. De éstos, 74 fueron captados en el Instituto Nacional de
Cardiologia ‘Ignacio Chavez’ (INCICH), 9 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 Ledn, y 1 en el Hospital General de PEMEX en
Veracruz, Meéxico. Todos fueron referidos al Laboratorio de Enfermedades
Cardiovasculares del Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) para su
estudio genético. Se recolecto informacion de 344 familiares de primer grado, dando un

total de 430 casos para el estudio.

2. Diagnastico clinico

Se realizd una revision de historias clinicas en el Instituto Nacional de Cardiologia Dr.
Ignacio Chavez (INCICH), utilizando un formato de recoleccién de datos (Anexo 2), con el
cual se aliment6 una base de datos clinicos. En estas historias se encontr6 cambio o
actualizacion de diagnostico en 20 casos indice, de los cuales fueron eliminados 10 por
no cumplir criterios diagnésticos de canalopatia arritmogénica. Luego de este proceso de

analisis, el total de casos indices incluidos en el estudio fue de 76 (Tabla 15).

3. Diagndstico Molecular

El diagndstico molecular de un paciente fue definido como el hallazgo de al menos una
variante clasificada como patogénica o probablemente patogénica. El primer abordaje
del estudio genético fue la SNG sitio-dirigida. Previo al inicio de este analisis, ya se habia
realizado estudio molecular en los 80 pacientes registrados hasta ese momento,
utilizando diferentes plataformas para la SNG (lonTorrent, Haloplex y el panel TruSight
Cardio). Los 6 pacientes restantes fueron secuenciados durante la realizacién de este

andlisis, utilizando unicamente el panel TruSight Cardio. El analisis de calidad de datos
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mostro que el porcentaje de cobertura de la region blanco fue >95% en todos los datos
provenientes de SNG sitio-dirigida de este estudio. Sin embargo, la profundidad (i.e.
namero de veces gque cada base fue leida) fue notablemente baja empleando la técnica
de lonTorrent y el panel Haloplex, por lo que 38 muestras requirieron volver a

secuenciarse con el panel de TruSight Cardio.

Todas las variantes que cumplieron con los criterios de eleccion previamente
establecidos fueron confirmadas por secuenciacion Sanger. Luego del analisis de los
resultados moleculares, se eliminaron a 4 casos por presentar durante su evolucion datos
ecocardiograficos de cardiomiopatia dilatada, quedando un total de 72 casos indice en

este estudio, de los cuales se realizé diagndstico molecular en 47 casos (Tabla 15).

Tabla 15. Rendimiento diagndstico.

SINDROME PACIENTES DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO
(n=) MOLECULAR (n=) MOLECULAR (%)

SQTL 34 26

SBR 14

DNS 13

TVPC

OTRO DIAGNOSTICO 6

TOTAL 72 47

Al tener alguna variante de interés clinico en el caso indice, se busco la presencia de esta
en sus familiares a través de secuenciacion Sanger. De 255 familiares disponibles, 46

familiares fueron positivos, resultando en un total de 93 casos con diagndstico molecular.

El estudio de MLPA se llevd a cabo en 25 casos, cuando la SNG sitio-dirigida no revel6
variantes potencialmente patogénicas, encontrando una duplicaciéon del exén 2 del gen

KCNH2 en un solo caso con SQTL (SQTL-21), el cual no se encontr6 en sus familiares.

De los diferentes tipos de variantes encontradas, la mayor parte eran variantes de un sélo
nucleotido (SNVs) con sentido erréneo (no sinbnimas). Una menor proporcion de variantes
causaba un cambio de marco de lectura o fueron variantes sin sentido (codones de paro)
(Tabla 16).
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Tabla 16. Tipos de variantes encontradas

Tipo de Variantes Frecuencia Porcentaje
(%)
Sentido erréneo 34 71
Sin sentido 11 23
InDel 2 4
Sitio donador de Splicing 1 2
Total 48 100

Con respecto a la distribuciébn de genes con mutaciones patogénicas o probablemente
patogénicas, el gen con mayor frecuencia de variantes de este tipo fue SCN5A (43%),
seguido por los genes KCNH2 (24%) y KCNQL1 (18%) (Figura 20).
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Figura 20 Frecuencia de variacidon en genes especificos.

4. Analisis Genético en casos con SQTL

Se estudiaron 32 casos indice mestizo-mexicanos con fenotipo de SQTL Romano-Ward
(SQTL-RW) y 2 con fenaotipo de Jervell Lange-Nielsen (SQTL-JLN). El 62% de los casos
fue de sexo femenino. El 91% de los casos tuvo una puntuacién de Schwartz >4 puntos.
El sincope fue el sintoma mas recurrente entre los casos (62%), mientras que el 32%
presentd un evento de muerte subita. La mayor parte (77%) recibia tratamiento con (-

bloqueador y poco menos de la mitad (44%) era portador de un DAI (Tabla 17).
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Tabla 17. Caracteristicas clinicas de los casos indice con SQTL

Femenino

Femenino

Masculino

Masculino

Femenino

Femenino

Masculino
Femenino

Femenino

Femenino

Femenino

Masculino
Masculino

Femenino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Femenino

Femenino

Femenino

Femenino

Femenino

Femenino

Femenino

Masculino
Masculino

11

16

24

20

37

17

27

6
7

28

18

16

19

16

24

39

22

27

36
10

20

28

23

16

532

560

506

460

505

533

540
625

575

502

487

450
481

502
490

550

590
576
621
600
590
653

501

515

560

491
560

57

Sincope (estrés
emocional)
MSR (reposo)

Sincope (reposo)

Sincope (esfuerzo
fisico)

Sincope y TdP
(esfuerzo fisico)

Sincope (esfuerzo
fisico), sordera
congénita.
Ninguno
Sincope, TdP y
MSR (esfuerzo
fisico).
Sincope, MSC y
TdP (Estrés
emocional)
Sincope y TdP
(esfuerzo fisico)
MRS (En reposo)

Ninguno
Sincope (esfuerzo
fisico)

Ninguno
Sincope (esfuerzo
fisico)
Sincope (reposo)

Sincope (esfuerzo
fisico)
Sincope (esfuerzo
fisico)
MRSy TVH
(Suefio)

Ninguno
Sincope (esfuerzo
fisico)

Sincope (estrés
emocional)
Sincope (esfuerzo
fisico)
Sincope (reposo)

Sincope (esfuerzo
fisico)
TVH
Sincope (esfuerzo
fisico)

Positiva

Negativa

Positiva

Positiva

Negativa

Positiva

Positiva
Negativa

Negativa

Positiva

Negativa

Negativo
Negativa

Positiva
Positiva

Negativa

Negativa
Negativa
Negativa
Negativo
Negativa
Positiva
Negativa

Negativa

Negativa

Negativo
Negativa

6.5 puntos

5 puntos

6 puntos

6.5 puntos

6 puntos

7 puntos

4.5 puntos
6 puntos

7.5 puntos

9 puntos

5 puntos

3 puntos
6 puntos

4 puntos
6.5 puntos

5.5 puntos

7 puntos
7 puntos
5 puntos
3 puntos
5 puntos
4.5 puntos

6 puntos

5 puntos

5 puntos

3 puntos
7 puntos

Ninguno

bloqueadores,
DAI
bloqueadores,
DAI
bloqueadores,
DAI
bloqueadores,
DAI
bloqueadores,
DAI
8 -blogueadores
bloqueadores,
DAI
bloqueadores,
DAI
8 -blogqueadores

bloqueadores,
DAI
8 -blogueadores

bloqueadores,
DAI
Ninguno
8 -bloqueadores

bloqueadores,
DAI
Ninguno

DAl

bloqueadores,
DAI
Ninguno
bloqueadores,
DAI
B -bloqueadores

3 -bloqueadores

bloqueadores,
DAI
B -bloqueadores

B -bloqueadores
Ninguno



Femenino

Femenino

Masculino

Femenino

Femenino

Masculino
Femenino

17

10

15

23

10

16

554

523

523

567

527

Sincope y MS
(esfuerzo fisico)

Sincope y TdP
(Reposo)

Sincope
(Esfuerzo fisico)
Sincope y MSR
(esfuerzo fisico),

sordera

congénita.

Ninguno

Sincope

Negativa

Negativa

Positivo

Negativo

Negativo

Negativo

No aplica
(caso de
MSI)

5 puntos
5 puntos

5.5 puntos

3 puntos

5 puntos

B -bloqueadores

bloqueadores,
Marcapasos
B -bloqueadores

B -bloqueadores

bloqueadores,
DAl
Marcapasos
Ninguno

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

estrategias de SNG y MLPA (Anexo 5).

Al realizar el andlisis molecular, se encontré que 26 (76%) de nuestros casos poseian

una variante clasificada como patogénica o probablemente patogénica, un 6% poseia

variantes de significado incierto (VUS), y en 6 casos (20%) no se identific6 ninguna

variante de interés (Figura 21). En este grupo se encontraron los Unicos dos casos de

homocigocidad (3% del total) ambos con diagnéstico de sindrome de Jervell-Lange-

Nielsen.

Figura 21. Diagnéstico molecular de los pacientes con SQTL.

B MUTACION

mVUS

SQTL

B SIN VARIANTE DE INTERES

De manera general, KCNH2 y KCNQL1 fueron los genes con mayor nimero de variantes

patogénicas o probablemente patogénicas. Notablemente, se encontraron dos casos con

variantes en el gen RYR2 uUnicamente, el cual se conoce como gen causal de TVPC
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(Figura 22, Tabla 18).

SQTL

= =
[o0] o N
=
=

N° de pacientes
IN o)

2
.
KCNH2 KCNQ1 SCN5A KCNJ2 RYR2 CACNA1C BAG3 ANK2

Genes

Figura 22. Distribucion de genes afectados en pacientes con SQTL, variantes patogénicas o probablemente
patogénicas (color oscuro) y variantes de significado incierto (color claro).

Entre las variantes en genes causales de SQTL,13 (50%) estaban reportadas como
patogénicas, 9 (35%) fueron definidas como tal en el presente estudio mediante la
evaluacién a través de los criterios de patogenicidad ya mencionados, y 4 fueron
clasificadas como VUS segun estos criterios (Tabla 18). La variante KCNH2 p.R885S,
encontrada en el paciente SQTL-17, fue inicialmente clasificada como significado incierto
por el ACMG, esta luego fue clasificada como probablemente patogénica segun los
criterios de Campuzano, principalmente por la puntuacién obtenida por la cosegregacion

familiar.
Casos homaocigotos y heterocigotos compuestos

El caso SQTL-28 fue un heterocigoto compuesto para variantes de cambio de sentido en
KCNQ1 (p.A300T/p.P535T); y la paciente SQTL-14 fue homocigota para una variante en
ANK2 (p.E1126G9, y ademds presenta una variante sin sentido en forma heterocigota
en el gen BAG3 (Tabla 18) (Figura 23); es importante mencionar que las variantes con
pérdida de funcion en este gen estan asociadas a cardiomiopatia dilatada, pero al
momento no ha presentado alteraciones estructurales de musculo cardiaco (37 afios).
Los dos unicos casos con diagnostico clinico de sindrome de Jervell-Lange-Nielsen
(SQTL-6 y SQTL-31), fueron homocigotos para variantes en KCNQ1l (p.G168R vy
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p.Q521*). Ademas, se encontré6 a un hermano del caso SQTL-7 con una variante
homocigota en KCNQ1 p.K414Sfs*5, el cual presentaba un QTc >480 ms, sordera

congénita y sufri6 MSC a los 8 afios; sugiriendo un diagndstico de sindrome de JLN.

Casos sin variantes en genes causales de SQTL

De los 6 pacientes sin variantes en genes causales de SQTL, 2 fueron portadores de
variantes con cambio de sentido en RYR2 (Tabla 18). Ninguna de éstas estaba
previamente estudiada funcionalmente. Entre los 4 pacientes restantes, todos obtuvieron
un resultado genético negativo en genes causales de CAs.
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Variantes en genes causales de SQTL

Paciente A Cambio A Patogenicidad
G Cambo GENA aminoacido EleniiiteEEter ACMG Criterios CAMPUZANO _ |Puntuacién
7_1506‘}3899_6/ PVSL, Probablemente
SQTL-1 KCNH2 ENST000002621 p.Q391* Sin id Patogénico  [PM1, PM2, Patogénico 8 - - - - - -
86 PP3
7_150648643_ PM1, PM2,
CIT . PM5,PP2, | Probablemente
SQTL-2 KCNH2 ENST000002621 p.T613M rs199473524 Patogénico PP3, PP5, Patogénico 11 - - - - - -
86 PS3
[L1_2610029_C/G Probablemente PM1, PM2, Significado
SQTL-3 KCNQ1 |ENST000003570 p.D446E rs199472780 P . PM5, BP4, g‘ o 8 - - - - - -
77 atogénico PP2 incierto
7_150649784_G PVS1
CIG - y Probablemente
SQTL-4 KCNH2 ENST000002621 p.A429Lfs*5 rs794728498 Patogénico PM]F.’,PPSMZ, Patogénico 10 - - - - - -
86
12_2693728_CIT :
SQTL-5 | CACNALC [ENST000003475 p.L762F Repoﬁada (sin S\gmfl@do PM2, PP3, F’robablgmeme 10 R } } R . .
08 id) incierto PP5, BP1 Patogénico
1L PS1, PM1
2591882_G/A p.G168R - , ’ - R ) ) } . .
SQTL-6 KCNQ1 ENST000001558| (Homocigoto) rs179489 0 Patogénico El\;lgF;l:Zs Patogénico 12
4 )
11_2608910_G/-
— — L PVS1, Probablemente
SQTL-7 KCNQ1 ENSTi%ogmssa p.K414Sfs*5 rs778786253 Patogénico PM2, BS2 Patogénico 9 - - - - - -
7_150648640_G/ PM1,
SQTL-8 KCNH2 A A614V rs199472944 Patogénico PM2,PP1, Patogénico 12 - - - - - -
Q ENSTOOOO02621|  P- s g PP2, PP3, 9
86 PP5
17_68111587_(:/ PS3, PML, Significado
SQTL-9 KCNJ2 ENST000002434 p.S136F rs199473376 Patogénico PM2, PP2, incierto 8 - - - - - -
PP3
57.3
7_150648846_-/T|
SQTL-10 | KCNH2 |ENST000002621| p.G546Rfs*109 Sinid Patogénico | iy o, Probablemente 9 . ; ; . ; ;
86.5 , PP3 Patogénico
12_2702421_GIA]
SQTL-11 | CACNALC |ENST000003475|  p.R858H rs786205753 | o'dnificado |PM2, PP3, | Probablemente 11 . ; ; : ; ;
08.4 incierto PP5 Patogénico
SQTL-12 - - - - - - - - - - - - -
11_2594125_CIT PM1, PM2, Probablemente
SQTL-13 KCNQ1 [ENST000001558 p.S277TW rs199472730 Patogénico PM5, PP3, P 9 - - - - - -
40 PP5 Patogeénico
4_114254362_A/ 10_121432 PVSL
G p.E1126G Significado PM2, PP3, | Probablemente 010_CIT P ' |Probablemente
SQTL-14 ANK2 ENST000003570| (Homocigoto) rs1166721962 incierto BM1 Patogénico 9 BAG3 [ENST0000 p-Q251X  |rs1343231277|  Patogénico PM2, Patogénico
PP3
77 0369085
7_150648656_C/
SQTL-15 | KCNH2 T D60ON | rs109472941 | Patogénico | ML PM2| patogénico 12 - - - - - ;
ENST000002621| P 9 PP3, PP5 9
86
SQTL-16 - - - - - - - - - - - - -
7_150645571_G/
T Probablemente Probablemente
SQTL-17 | KCNH2 ENST000002621 p.R885S rs143512106 Patogénico PM2, PP3 Patogénico 9 - - - - - -
86
7.150648726_C/ Probablemente PM1, PM2, Significado
SQTL-18 | KCNH2 G p.W245C 15199473430 b o PM5, PP3, gnitic 9 - - - - - -
atogénico PP5 incierto
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ENST000003308
83
12379478
71 TIA PM2,
SQTL-19 - - - - - - - RYR2|_sToo00| P-Y4287N | rs190009333 P
0366574
11_
2501882_G/A - PS1, PML, -
SQTL-20 KCNQ1 ENST000001558 p.G168R rs179489 Patogénico PM2,PP2, Patogénico 12 - - - -
i PP3, PP5
DUP )
SQTL-21 | KCNH2 ; Re""’}j;’a(s'” ; ; ] . . ; ) .
EXON 2
11_2610029_C/G Probablemente PM1, PM2,
SQTL-22 | KCNQ1 [ENST000003570|  p.D446E 1199472780 B PM5, BP4, 8 - - - -
atogénico
77 PP2
3_38592932_CIT )
SQTL-23 | SCN5A [ENST000004136| p.R1644H 1528937316 Patogénico | M2 PP3,| Probablemente 11 - - - -
89 PP5 Patogénico
SQTL-24 B B - - - - - - - - -
3_38592932_CIT
SQTL-25 | SCN5A [ENST000004136| p.R1644H 1528937316 Patogénico | M2 PP3,| Probablemente 10 - - - -
89 PP5 Patogénico
7_150648871_C/
T Probablemente |PM1, PM2,
SQTL-26 | KCNH2 e\ sroo0002621|  PROS7Q 1ST94728373 | poiogénico | PP3, PPS 8 - - - -
86.5
11_2604765_CIT PS3, PML,
SQTL-27 | KCNQ1 [ENST000001558|  p.A341V 1512720459 Patogénico  |PM2, PM5,|  Patogénico 12 - - - -
40 PP2, PP3
11_2797202_CIA
—! — - Probablemente |PM1, PM2,| Probablemente
KCNQ1 ENST033001558 p.P535T sinid Patogénico | PP2,PP3 |  Patogenico 9 - : . .
SQTL-28
11_2594193_G/A Probablemente PML, PM2, Probablemente
KCNQ1 [ENST000001558|  p.A300T rs120074187 |0 % ¢ PP2, PP3, 5 10 - - - -
atogénico Patogénico
40 PP5
12378380
75_GIA PM2,
SQTL-29 - - - - - - - RYR2| =0 0o| PR2920Q | 15756302327 op3
0366574
SQTL-30 - - - - - - - - - - -
11_2790120_CIT Q521+ PSVI,
SQTL-31 | KCNQ1 |ENST000001558| , P:°2 sinid Patogénico  |PM1, PM2, 8 - - - -
(Homocigota)
40.5 PP3,
7_150655281_G/
SQTL-32 KCNH2 T p.S261* Sin id Patogénico PSVL, 8 - - - -
ENST000002621 : PM2, PP3
86.5
SQTL-33 - - - - - - B B - - -
SQTL-34 - - - - - - - - - -

Tabla 18 Variantes identificadas en casos con SQTL
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Figura 23 Arbol familiar del caso SQTL-14. Se muestran con una figura oscura al individuo con Diagnostico

de SQTL.

5. Andlisis Genético en casos con SBr

Se estudiaron 14 pacientes con diagndstico clinico de SBr. La mayor parte (86%) fue de

sexo masculino. Siete presentaron patrén Brugada tipo | en el ECG en reposo, 2 pacientes

requirieron de prueba con ajmalina para desenmascarar el patron diagnostico. El 43% de

los casos indice habia presentado un evento de sincope. El 50% recibia tratamiento con
B-blogueador y el 36% fue portador de un DAI (Tabla 19).

Tabla 19 Caracteristicas clinicas de los casos indice con SBr

Femenino 24
Femenino 3
Masculino 6
Masculino 51

MSR

Palpitaciones,
fatiga y sincope
durante
esfuerzo fisico

Palpitaciones y
disnea

Sincope y
palpitaciones
en reposo

Patron MS en
. . 6-
Brugada Ninguno familiares blogueadores
tipo | de 12 grado q
Patrén TVP, TVM, CAen 6-
Brugada TSV, .
tino |, paro Flutter familiares bloqueadores
Sy ) de 1° grado , DAI
sinusal auricular
Patrén Taquicardi
a CAen
Brugada . -
tino I paro auricular, familiares Marcapasos
p. ' P flutter de 1°grado
sinusal .
auricular.
Patron TSV.
Brugada .
K Estudio
tipo Il en -
electrofisi . .
reposo. L Negativa Ninguno
- oldgico
Patrodn tipo .
| con negativo
para TV

ajmalina.



Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

15

18

28

51

47

15

1 mes

35

Palpitaciones y
mareos

Palpitaciones y
18 sincope con
esfuerzo fisico

Palpitaciones y

28 disnea

Sincope en
reposo

54

47 Ninguno

Palpitaciones y
disnea
Palpitaciones y

1 mes diaforesis con

esfuerzos leves
Convulsiones
febriles
seguido de
MSR

Sincope en
reposo

36

25 Ninguno

Bloqueo AV
completo
Elevacion S-
T
Patrén
Brugada
tipo | con
ajmalina

Desnivel
positivo del
STenV1-
V3yAVR

Patrén
Brugada
tipo I,
Bloqueo AV
Bradicardia
sinusal
Patrén
Brugada
tipo |

elevacioén S-
TV1

Patrén
Brugada
tipo |
Patrén
Brugada
tipo |

FA

Ninguno

Extrasistol
es
ventricular
es aisladas
2
morfologia
s

Ninguno

Ninguno
Flutter
auricular
FA, flutter

auriculary
TSV

TSV, TVP

Ninguno

Ninguno

Negativa

MS en
familiares
de 12 grado

Negativa

Sincope en
familiares
de 12 grado

MS en
familiares
de 12 grado

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

MS en
familiares
de 12 grado

8-
bloqueadores

DAI

Ninguno

B_

bloqueadores

8-
bloqueadores

Ninguno

8-
bloqueadores

DAI

8-
bloqueadores

Ninguno

La prueba genética en pacientes con SBr se llevd a cabo con diferentes paneles o
estrategias de SNG y MLPA (Anexo 5).

Al realizar el andlisis molecular, se encontré que 9 (64%) de nuestros casos poseian una

variante clasificada como patogénica o probablemente patogénica, un 7% (1 casos) poseia

una VUS, y en 4 casos (29%) no se pudo obtener un diagndstico molecular (Figura 24).
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B MUTACION VUS  mSIN VARIANTE DE INTERES

Figura 24. Distribucion de variantes encontradas en casos de SBr segun su clasificacion de patogenicidad.

De las variantes de interés clinico identificadas en genes causales de SBr, la mayor parte

se localizaron en el gen SCN5A (Figura 25).
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Genes

Figura 25. Distribucion de genes con variantes de interés en pacientes con SBr, variantes patogénicas o
probablemente patogénicas (color oscuro) y variantes de significado incierto (color claro).

Entre las variantes en genes causales de SBr, 2 (18%) estaba reportada como

patogénica, 8 (73%) fueron clasificadas como tal en el presente estudio; tras evaluar los
criterios de patogenicidad ya mencionados, y 1 fue clasificada como VUS (Tabla 20).

Heterocigotos compuestos

El caso SBr-2 es heterocigoto compuesto para dos variantes en el gen SCN5A,
presentando una deleciébn con cambio de aminoacido (NM_198056.2; c.4034 G>T,
€.4035-4046del, p.W1345F, L1346-S1349del) heredada por rama paterna y una variante
de sentido erroneo (NM_198056.2; ¢.5189C/T, p.P1730L; rs752599203) heredada por
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rama materna. Presenta ademas una variante de sentido erréneo heterocigota en el gen
RYR2 clasificada como VUS (NM_001035; ¢.7654G/A; p.V2552M; rs746822781).
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Variantes en genes causales de SBr

Pacientes q Cambio - Patogenicidad
Cen |camao e aminoacido emieEEIer ACMG Criterios | CAMPUZANO |Puntuacién
11_118039346
_GIC - Significado PM2, PP3,| Significado
SBr-1 | SCN2B | ENsT0000027 p.S64C Sin id incierto BS1 incierto 8 ) ) ) B ) )
8947
3_38601835_G 1_237813318_
/T_CTCATCTT| p.W1345F PM1, PM2. GIA - .
SCNSA | _CAGC- | ALIFS1346- Sinid Frobanlemente |ppy ppy,|Probablemente) g RYR2 [ENST00000366| p.v2552M sinig | 791000 o, ppg| 0N Ticado
ENST0000033 1349 9 PP4 9 574.2
SBr-2 3535.9
3_38592674_G
IA Probablemente |PM2, PP2,|Probablemente
SCNSA 1ensToo00041| P-PL7S0L | 18752599203 | ppioqenico PP3 | Patogenico ° - - - - - -
3689.1
3_38592740_C
— - PP1,PP2,P
... | Probablemente ! > |Probablemente
SBr-3 | SCN5A ENST0000041 p.T1708N |Reportada (sin id) Patogénico M1, PM2, Patogénico 9 - - - - - -
PP3, PP5
3689
3_38592740_C
— - PP1,PP2,P)
... | Probablemente ! > |Probablemente
SBr-4 | SCN5A ENST0000041 p.T1708N |Reportada (sin id) Patogénico M1, PM2, Patogénico 9 - - - - - -
PP3, PP5
3689
3_386?17'917_(: Probablemente PM2, PMS,
SBr-5 | SCN5A ENST0000041 p.D1275N rs137854618 Patogénico PP2, PP3,| Patogénico 12 - - - - - -
PP5
3689.1
SBr-6 - - - - R R - B B B N B B
SBr-7 - - - - - - - B B B R B B
3_38592734_C PM1,
-T . PM2,PP2, [Probablemente
SBr-8 | SCN5A ENST0000041 p.S1710L rs137854604 Patogénico PP3, PP5,| Patogénico 11 - - - - - -
3689 BS2
3_38674667_C
TIC . Probablemente PVS1, Significado
SBr-9 | SCNSA |ensTo000041|  PE44TS Sin id Patogénico PM2 incierto 8 ) : - N - -
3689
SBr-10 - - - - - - - - - - - - - -
SBr-11 - - - - - - - - - - - - - -
3_38551391_C
T Probablemente |PM2, PP2,[Probablemente
SBr-12 | SCNSA | ensToo00041| P-G1E607R 15199473292 Patogénico PP3 Patogénico 9 ) ) ) ° ) )
3689.1
3_38592969_G
IA Probablemente [PM1, PM2,|Probablemente
SBr-13 | SCNSA |EnsToo00041| P-RISTEC | 1878855292 | opoqenico  [PP2, PP3| Patogénico 10 - - - - - -
3689.1
3_38645550_G
/- " - P PVS1, Significado R R R R : :
SBr-14 | SCN5A ENST0000041 p.L515Sfs*5 Sinid Patogénico PM2, PP3 incierto 8
3689.1

Tabla 20. Variantes identificadas en casos con SBr.
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Segregacion de las variantes SNC5A p.W1345F L1346-S1349del, SNC5A p.P1730L y RYR2
p.V2552R en la familia del caso SBr-2

El analisis de segregacion en la familia del caso SBr-2 mostré que la variante SNC5A
p.W1345F L1346-S1349del y la variante RYR2 p.V2552R fueron heredadas por rama paterna,
y la variante SNC5A p.P1730L por rama materna. Hasta ahora no existen antecedentes de
arritmias, sincope o MS por rama materna. La madre (II-7) y el sobrino (IV-3) portadores la
variante p.P1730L presentaron resultados diferentes al andlisis del ECG en reposo, estando
sin alteraciones en la madre, pero evidencidndose alteraciones inespecificas de la
repolarizacion en el sobrino. ElI padre (I1I-6) portador de las variantes SNC5A
p.W1345FALIFS1346-1349 y RYR2 p.V2552R es aparentemente asintomatico, dos de las
hermanas (I1I-6; IlI-7) portadoras tanto de la variantes SNC5A p.P1730L y RYR2 p.V2552R son
también aparentemente asintomaticas. Dos primos hermanos paternos (llI-2; I1I-3) poseen
solamente la variante RYR2 p.V2552R, teniendo ECG normales, pero uno de ellos ha
presentado cansancio y disnea a la actividad fisica. Finalmente un tercer primo paterno (I11-4),
hermano de los ya mencionados, posee solamente la variante SNC5A p.W1345FALIFS1346-
1349, este presenta un claro patron tipo | de Brugada, pero es asintomatico hasta el momento
(Figura 26).

Casos sin variantes en genes causales de SBr

En los casos SBr-6, SBr-7, SBr-10 y SBr-11 no se identificaron variantes en genes de SBr.
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Figura 26. Arbol familiar del caso SBR-2.

6. Analisis Genético en casos con DNS

=

O e

7 il 8

SCNS5A del12 B @
SCNSA p.P1730L5 O
RYR2 p.V2552M E @

Se estudiaron 13 casos con DNS diagnosticados a una edad temprana. El 84.6 % de los casos

fueron de sexo masculino (Tabla 21).

Tabla 21. Caracteristicas clinicas de los casos indice con DNS.

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

10

24

34

14

10

10

35

34

15

Disnea al
esfuerzo

Ninguno

Sincope y
palpitaciones
en el esfuerzo,
Fatiga y disnea

Palpitaciones y
opresion en el
cuello

Sincope en
esfuerzo

Palpitaciones
en el esfuerzo,
fatiga y disnea.
Palpitaciones y

sincope en
reposo

69

Bloqueo AV

QTc prolongado,
Taquicardia nodal,
TVMNS, Bloqueo
AV, Paralisis
auricular.
Flutter auricular.
Bloqueo AV.
Trastornos de la
conduccion
intraventricular

Pausas sinusales,
Fibrilacion auricular

Pausas sinusales. TV
y trastornos
intraventriculares

Flutter auricular
Trastornos

interventriculares,
TV helicoidal, FA.

B-bloqueadores

Ninguno
& Marcapasos
Ninguno Marcapasos
Ninguno Marcapasos
. B-blogueadores
Ninguno
Marcapasos
Familiar de 12
Marcapasos
grado
Ninguno Marcapasos
Ninguno Marcapasos



_ Femenino 2 2 Sincope Bloqueo AV Ninguno Marcapasos
Si -
. INcope en Trastornos MS en familiares B-bloqueadores
Femenino 4 4 esfuerzo, . i
. interventriculares de 12 grado Marcapasos
disnea.
Taquicardia MSR infantil en
Masculino 2 2 Palpitaciones . q. , X v familiar 22 grado Marcapasos
fibrilacién auricular
con DNS
o Flutter auricular QTc prolongadoyy
. Palpitaciones X . bloqueo AV en
Masculino 10 10 Taquicardia o Marcapasos
en esfuerzo . familiares de 12y
auricular.
22 grado
Masculino 17 17 Ninguno Blogueo AV, Ninguno 8-blogueadores
paralisis auricular Marcapasos
Palpitaci )
. .a pitaciones, Flutter auricular, TV . B-bloqueadores
Masculino 15 15 sincope, dolor - Ninguno
. monomborfica Marcapasos
precordial.

La prueba genética en pacientes con DNS se llevé a cabo con diferentes paneles o estrategias
de SNG y MLPA (Anexo 5).

Al realizar el analisis molecular, se encontré6 que 9 (69%) de nuestros casos poseian una
variante clasificada como patogénica o probablemente patogénica, un 8% (1 casos) poseia

una VUS, y en 3 casos (23%) no se logré un diagnéstico molecular (Figura 27).

DNS

B MUTACION mVUS mSIN MUTACION

Figura 27. Diagnoéstico molecular de los pacientes con DNS.

Entre las variantes identificadas en genes causales de DNS, la mayor parte (83%) se localizaron
en el gen SCN5A (Figura 28).
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Figura 28. Distribucion de genes afectados en pacientes con DNS, variantes patogénicas o probablemente
patogénicas (color oscuro) y variantes de significado incierto (color claro).

Entre las variantes en genes causales de DNS, 3 (30%) estaban reportadas como patogénicas,

6 (60%) fueron clasificadas como tal en el presente estudio al ser analizadas con los criterios de
la ACMG, y 1 fue clasificada como VUS (Tabla 22).

Tabla 22. Variantes identificadas en casos con DNS

Variantes en genes causales de DNS

Paciente Gen Gamizlo EehlA arr?iﬁl::;?do CaniiiEeia ACMG CritZraiizgeniCida?:AMPUZANo Puntuacién
DNS-1 - - - - - - - -
DNS-2 | SCN5A E?ﬁsigggggiigégg p.R811C 15794728864 Prg:&%gmggte PM2, PP3, PP2 Prsg&%gmsgte 9
DNS-3 | SCN5A E?ﬁsiggggégigégg p.R179* rs1480085793 Patogénico | PVSL, PM2,PP3 |  Patogénico 12
e [ roms | S e e | e | 0T memeen | 0 | s
DNS5 | SCN5A Eﬁrsgfggégéffscéég p.D1741Gfs*48 151251085820 Patogénico  |PVSL, PML, PM2 S‘ﬁ]“ci‘f‘e‘lflag'o 7
DNS-6 | SCN5A E?\l—g?gggggjigégg p.S1710L 15137854604 Patogénico F;'\F’g: Eg";'ggzz' Prgst‘i‘)bg'zmsgte 11
TEESE. CARTTREECTE e I
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7. Andlisis Genético en casos con TVPC.

Se captaron 5 casos con diagndstico clinico de taquicardia ventricular (TV). Tres casos con
TVPC fueron mujeres (60%). Todos presentaron un QTc normal. Los 2 casos estaban tratados

con B-bloqueadores y solo 1 caso con TVPC era portador de un DAI (Tabla 23).

Tabla 23. Caracteristicas clinicas de los casos indice con TVPC

Ninguno Taquicardia Ventricular polimorfa Familiar de 1° con Cay Ninguno
MS
Ninguno Prueba de esfuerzo con bigeminismo Ninguno Ninguno
MSR y sincope en esfuerzo fisico- Prueba de esfuerzo y EEF positivos Ninguno B-bloqueadores
estrés para TV DAI
MSR y sincope en reposo Fibrilacion ventricular Ninguno B-bloqueadores
- Sincope en esfuerzo fisico- estrés Ninguno Ninguno B-bloqueadores
DAI

La prueba genética en pacientes con DNS se llevé a cabo con diferentes paneles o estrategias
de SNG y MLPA (Anexo 5).

Entre las variantes en genes causales de TVPC, 1 (25%) estaba reportada como patogénica y

3 fueron clasificadas como VUS (Tabla 24).

Tabla 24. Variantes identificadas en casos con TVPC

Variantes en genes causales de TVCP _
pacente Sz CEnmlam Bl an?i?lr::(:i%o ey ACMG CritP;'tiggemCIg:f\'/IPUZANO Puntuacién
ot | wne [\EEEOR] s | swe | o0 | e | e T
TVPC-2 - - R
wes | e | T e e | se | s | mews | ps | s
mrca | wne (LIRS pama | sne | i | e | 00 | s
R R e i G

8. Anadlisis Genético de otras arritmias hereditarias.

Entre los pacientes con otros diagnosticos de arritmias hereditarias tenemos a 2 pacientes con
Fibrilacion Auricular idiopatica, 2 pacientes con Taquicardia Ventricular monomorfica, una
paciente diagnosticada inicialmente como una DNS, pero que al realizar el estudio molecular y
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verificar los electrocardiogramas, se cambié su diagnostico a Sindrome de QT corto, y una
paciente con diagndstico inicial de SQTL (Tabla 25).

Tabla 25. Caracteristicas clinicas de los casos indice con otras AHs

Palpitaciones, disnea Familiares de

SPRKAG2 y sincope al esfuerzo FA, flutter auricular, TVM 1° grado con
fisico CAy MS

Bloqueo AV, flutter

B-bloqueadores
Marcapasos

B-bloqueadores

TVM Palpitaciones auricular, TVM Negativo DAI
Sincope al esfuerzo . Familiar de 1° B-bloqueadores
TVM fisico Flutter auriculary TVM grado con CA DAI

Bloqueo AV, flutter _
- SQTC Bradicardia auricular, TVM, Intervalo Negativo B hljlac;i:ezgg;es
QTc 277ms P
FA Palpitaciones FA Negativo Ninguno
FA Palplta(i;_ones, fatiga y FA, flutter auricular Negativo Ninguno
ISnea.

La prueba genética en estos pacientes se llevo a cabo con diferentes paneles o estrategias de
SNG y MLPA (Anexo 5).

Entre los pacientes con FA, se encontré una VUS en uno de los pacientes masculinos, en el gen
ABCC9 (p.A226T) (Tabla 26). En una de las pacientes con TVM, se encontro la Unica variante
donadora de sitio de splicing en el gen SCN5A (c.998+1G>A). Se reportd también que la paciente
con diagnostico de SQTC presenta una variante ya publicada en el gen KCNQ1 (p.V141M)
(Figura 29). Finalmente, nos encontramos con una paciente femenina originalmente
diagnosticada con SQTL, al someterla al estudio genético se encontré una variante ya reportada
como probablemente patogénica en el gen PRKAG2 (p.H401D), gen al cual se le atribuyen varios
sindromes arritmogénicos. Al estudiar su clinica e historia familiar se llegé a la sospecha de que
esta posee un sindrome llamado trastorno progresivo familiar de conduccion cardiaca (TPCC)
(Figura 30).
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Tabla 26. Variantes identificadas en casos con otras AHs

Paciente
7 151265834 _G/C Probablement PP1, Probablemente
PRKAG2-1| PRKAG2 |ENST0000028787| 1, ap1p 1878855017 e PP3, - 10
8.4 L. PM2 Patogénico
Patogénico
3.38649641_CIT PVS1,
TVM-1 | SCNSA |ENST0000041368| c.098+1G>A | rs1167495153 | Patogénico | PMa, | FroPablemente 9
9.1 PP3 Patogénico
12_22068742_CIT R R
— = L Significado PM2, Significado
TVM-2 ABCC9 ENSTO%OgOZGlZO p.A226T Sin id incierto PP3 incierto 8
11_2549192_G/A PS3,
ENST0000015584 PM1,
SQTC-1 | KCNQ1 0.5 p.V141M 1199472687 Patogénico |PM2,PP Patogénico 12
2, PP3,
PP5
FA-1 - - - - - - -
FA-2 - - - - - - -

| Ny
1 & 2 KNI pVIAIM ) 4
GiG
I
1 » 2 3 4
MM . V24 “ ROV pVISIM KON p V1410 HONGE o VEATAR
&G /A GG &G

Figura 29. Arbol familiar del caso SQTC-1. Se muestra con una figura oscura al individuo con un QTc corto

o, O, WO,

PREAGZ HA01D -/~ PRKAGZ HAD1D -/-
Il Ij ‘ PREAGZ HAO1D (b PREAGZ HADLD
1 2 +- -
PREAGZ HAD1D ,/' 1
+i-
11 Ij (b IJ_—L PREASZ HADLD PREASZ HADLD
1 2 - A

Figura 30. Arbol familiar del caso PRKAG2-1. Se muestran en figuras oscuras los individuos con Blogqueo
AV.
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9. Gen SCN5A

De los casos indices portadores de variantes en el gen SCN5A, se vio que la mayoria eran
hombres (81% vs 36%). Las variantes en este gen fueron mas comunes en pacientes con
diagndstico de SBr (43% vs 3%) al igual que DNS (43% vs 3%).
Al ubicar topograficamente las variantes del gen SCN5A a lo largo de la proteina, podemos
observar que el 2% se encuentra en la regiéon N-terminal, el 10% se encuentra en el Dominio |,
2% en el conector inter-dominio I-1l, 10% en el Dominio Il, 15% en el Dominio Ill, 61% se el
Dominio 1V, de los cuales el 64% est& concentrado entre las S5, S6, y el conector S5-S6 (Figura
31).

sarL @ DNs

O sBr (@ DNsysBr

DI DIl DIl
. ,4\@ £\ [ S udn QrS & /\ (l L
f‘%ﬁ’m\f‘?w“{/‘bfq’“{)"?? :
e

Figura 31. Distribucion topografica de las variantes encontradas en el gen SCN5A

Con respecto a las alteraciones del ECG en estos pacientes, los intervalos P-R se vieron
alargados (213 ms + 39 en su medicién mayor) con respecto al resto de los casos (158 ms + 27
en su medicién mayor; P < 0.001). Fue mas frecuente encontrar alteraciones de la morfologia de
la onda T al compararse con el resto de los casos (78.9% vs 27.6% P <0.001), entre las que se
encuentran ondas T negativas, bifasicas o picudas. El segmento QRS también estuvo alterado
en este grupo, con un 26% de pacientes presentando ensanchamiento o segmentacion de este,
comparado con un 4% en los casos cuyo gen afectado no era el SCN5A (P = 0.02). Adicional a
esto, la elevacion del segmento ST se observé en un 36%, en contraste con un 4% en el resto
de los pacientes (P = 0.002).

En este grupo de pacientes, el flutter auricular estuvo presente en un 30%, mientras solo el 9%
de los pacientes sin variante en SCN5A presentaron estos eventos (P = 0.03). La muerte subita
recuperada fue menos frecuente en estos casos (en solo el 5% de los casos), a diferencia del

resto de los pacientes, en los que se presentd en un 37% (P = 0.008).
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10.Gen KCNH2

Todos los pacientes que tuvieron alguna variante en el gen KCNH2 estaban diagnosticados con
SQTL. La distribucion topografica de las variantes en la proteina es mas homogénea en
comparacion con las otras, encontrandose en la region N-Terminal, asas conectoras, y en la
region COOH-Terminal. El 14% de las variantes se vieron ubicadas en la regién N-terminal del
poro, el 24% se encuentra en el conector S1-S2, un 14% se encuentra en la S4 y otro en el
conector S4-S5, finalmente un 9% se observé en la region COOH terminal (Figura 32).

Figura 32. Distribucion topografica de las variantes encontradas en el gen KCNH2

En los pacientes de SQTL con variantes en el gen KCNH2 se encontré que era menos comun la

aparicion de MSR al comparar con pacientes con afeccion de otros genes (13% vs 53% P=0.019).

11.Gen KCNQ1

Al ubicar las variantes en las regiones topograficas de la proteina, un 6% se encuentra en la S1,
un 22% en la S2, un 17% entre las S5, S6 y el conector S5-S6, y la gran mayoria se encuentre
situada en la en la region COOH-Terminal (55%) (Figura 33).
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Figura 33. Distribucién topografica de las variantes encontradas en el gen KCNQ1

El aspecto clinico mas evidente en los pacientes con variantes en KCNQ1, fue una edad mas
temprana de aparicion de los sintomas (6 + 6 afios vs 18 + 14 afios; P = 0.003) y de diagndstico
(7 £ 6 afios vs. 22 + 14 afos; P = 0.001).

En estos pacientes también se vio un aumento de la frecuencia de fibrilaciéon ventricular en

comparacion con el resto (30% vs. 7%; P = 0.03).

12.Gen RYR2

Topogréaficamente, la totalidad de las variantes en este gen se encontraron en la region N-

terminal de la proteina (Figura 34).
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Figura 34. Distribucion topogréfica de las variantes encontradas en el gen RYR2
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Los pacientes con variante en el gen RYR2 fueron los que mas presentaron muerte subita
recuperada (67% vs. 20%; P = 0.01). Curiosamente, el caso SQTL-19 fue el Unico paciente con

blogqueo Auriculo-Ventricular intrahisiano, quien tiene la variante RYR2 p.Y4287N.
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IX. Discusion

El presente estudio se basa en el primer proyecto de analisis genético de pacientes mexicanos
con AHs. Un gran nimero de estudios publicados utilizan la secuenciacién de exoma completo
como método de abordaje de estos pacientes (Chugh & Huertas-Vazquez, 2014; Loporcaro,
Tester, Maleszewski, Kruisselbrink, & Ackerman, 2014). Sin embargo, se ha reportado que la
secuenciacion sitio dirigida en los cardiogénes responsables de las AHs proporciona una
cobertura alta y uniforme (regién objetivo del 99,9% a > 20x), con una secuenciacion de alta
calidad, de hasta un 100% de sensibilidad y precisién para SNV e InDels que se encuentran en
zonas codificantes, con un mejor rendimiento, tiempo de respuesta mas corto, menores requisitos
informaticos y menores costos (Pua et al., 2016); ademas evita el ruido genético que se obtiene
con la secuenciacion de exoma (Landstrom et al., 2018). Nuestra experiencia con la
secuenciacidn sitio-dirigida desde la plataforma Trusight Cardio (lllumina) fue similar, obteniendo
resultados de alta calidad y muy alta especificidad, ya que el 100% de las mutaciones

encontradas por SNG fueron confirmadas en los pacientes por secuenciacion Sanger.

1. Rendimiento Diagndstico

Nuestro rendimiento diagnostico global para canalopatias fue de un 65%. Para el SQTL, se
encontr6 una variante relacionada a este sindrome, clasificada como patogénica o
probablemente patogénica segun los criterios del ACMG o de Campuzano et al. (2015) en el 76%
de los casos. Este rendimiento diagnéstico fue similar al reportado en estudios de poblaciones
de origen caucasico-europeo (Tester et al., 2010; Winbo et al., 2020), australiano (Burns et al.,
2016) y tailandés (Saprungruang et al., 2018), donde el gen mas frecuentemente afectado fue
KCNQ1 (SQTL tipo 1; 30-35%), seguido de KCNH2 (SQTL tipo 2; 25-30%) y SCN5A (SQTL tipo
3; 5-10%) (M. J. Ackerman et al., 2011; Kapplinger et al., 2009). En nuestro grupo, estos mismos
genes fueron los mas afectados. Sin embargo, llama la atencién que el gen con mayor nimero
de variantes patogénicas o probablemente patogénicas fue KCNH2 (42%), seguido por KCNQ1
(34%) y SCN5A (8%). Llama la atencion la alta frecuencia de mutaciones en el gen CACNALC
(8%) con respecto a lo reportado en la literatura, esto se puede atribuir al bajo nimero de casos,
y podria ser modificado al aumentar el tamafio de la muestra. Las mutaciones del canal de Ca?*
de tipo L se han relacionado con enfermedades cardiacas como el sindrome de Timothy. Este

sindrome se caracteriza por la presencia de un intervalo QT prolongado, anomalias cognitivas,
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sindactilia y muerte subita cardiaca. Nuestros casos con variantes patogénicas o probablemente
patogénicas en CACNALC (SQTL-5 y SQTL-11) solo presentaron fenotipo cardiaco, lo cual se
ha reportado anteriormente en alunos pacientes con mutaciones en este gen (Wemhoner et al.,
2015)

El 64% de los pacientes con SBr portaban una variante patogénica o probablemente patogénica;
lo cual es mayor a lo reportado en la literatura (~20-30%). Asi, el rendimiento diagnéstico en
nuestro estudio fue mayor a lo esperado (Antzelevitch et al., 2005). Esto se puede atribuir a una
mejor seleccion clinica de los pacientes, ya que todos los que reportaron una variante patogénica
presentaron un claro patrén Brugada tipo 1. A pesar de que el SBr es considerado una AH
genéticamente heterogénea, la gran mayoria de las variantes reportadas (~95%) suelen
encontrarse en SCN5A (Brugada et al., 2018; Selga et al., 2015); de manera similar, el 100% de
las variantes patogénicas identificadas en pacientes con SBr de este estudio se localizaron en
este gen; mientras que la Gnica VUS se localiz6 en SCN2B, un gen causal de SBr poco frecuente
(Gourraud et al., 2016). En nuestro grupo con diagnostico de SBr la relacion entre hombres y
mujeres fue de 6:1; se ha demostrado constantemente que el sexo masculino esta asociado con
un mayor riesgo de eventos arritmicos (Gourraud et al., 2016), pero no se ha definido a través
de gqué mecanismo ocurre esto, ya que se ha visto evidencia contradictoria sobre el papel de las
hormonas sexuales (Sharif-Kazemi et al., 2011; Shimizu et al., 2007; G. Yang et al., 2019). Estas
caracteristicas indican una baja penetrancia, la cual dificulta el mapeo de genes y los estudios
de cosegregacion familiar. Por otro lado, se han encontrado genes que regulan la expresién de
SCNS5A como el TBX5 y TBX20 (Arnolds et al., 2012), que apenas empieza a explorarse su
posible participacion en sindromes como el Brugada y el SQTL, dando la posibilidad de encontrar

nuevos genes de susceptibilidad fuera de los ya descritos.

Hasta el momento, hay pocos estudios realizados en poblaciones con DNS de inicio temprano o
congénito, y los que existen se enfocan en la busqueda de variantes en el gen SCN5A (De Ponti
et al., 2018; Ishikawa, Tsuji, & Makita, 2016). Segun estos estudios, las variantes de SCN5A
representan el 30-40% de los casos familiares o de aparicion temprana de DNS. Por otro lado,
las variantes de HCNA4, representan solo el 4% de casos reportados. De nuestros casos con DNS
8 de los 13 pacientes fueron portadores (62%) de una variante patogénica o probablemente
patogénica en el gen SCN5A, lo cual es el doble de lo reportado anteriormente. A diferencia de
otras series reportadas, la alta frecuencia de mutaciones de SCN5A pudo ser debido a

diferencias en los criterios de inclusidn/exclusion entre los estudios (el estudio excluy6 casos con
80



alteraciones estructurales), o la gravedad de nuestros casos (pacientes de inicio temprano con
implantacién de marcapasos/DAl). Sin embargo, esta frecuencia puede cambiar al aumentar el
namero de casos investigados. Solo 1 paciente present6 una variante en HCN4, quien ademas
presenta la mayor edad al diagnéstico comparado al resto del grupo (34 afios). Esto es similar a
lo reportado en otros estudios donde los portadores de variantes en HCN4 requieren implante de
marcapasos a una edad mas avanzada en comparacion con los portadores de variantes en
SCNB5A (Ishikawa et al., 2017)

El rendimiento diagnostico que obtuvimos en pacientes con TVPC fue similar a lo reportado en
otros estudios, donde encuentran mutaciones putativamente patogénicas en >50% de los casos
con TVPC (Mazzanti et al., 2014; Sumitomo, 2016).

A pesar de que la SNG sitio-dirigida identific6 variantes patogénicas o probablemente
patogénicas en una proporcion alta de casos, los casos en los que no se detect6 una variante de
interés clinico fueron analizados por una estrategia alternativa, la amplificacion de sondas
dependiente de ligandos multiples (MLPA), que puede identificar inserciones o deleciones

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

De los 24 casos en quienes se realizd este andlisis, se logré el diagnéstico molecular en
solamente un caso con SQTL quien presentd duplicacion del exén 2 en el gen KCNH2, ya
reportada en una paciente sueca con SQTL (Stattin et al., 2012). Este rendimiento diagnostico
para MLPA fue similar a lo reportado en estudios anteriores de pacientes con este sindrome
(Barc et al., 2011; Sonoda et al., 2018; Williams et al., 2015). Una limitacion importante que tiene
este estudio es que solamente esta disponible para 5 de los mas de 23 genes relacionados con
AHs (KCNH2, KCNQ1, KCNE1, KCNE2 y SCN5A), reduciendo su potencial para incrementar el

rendimiento diagnadstico.

También se observo que el analisis molecular en estos pacientes con AHs identificé la presencia
de mas de una variante potencialmente asociada a MSC, lo que podria explicar la expresividad
variable y penetrancia incompleta en familias afectadas, apoyando la hipétesis de que algunos
casos de AHs podrian tener un origen oligogénico, que no serian resueltos mediante la busqueda

de variantes de alta penetrancia.
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Finalmente, en 15 casos no se encontrd ninguna variante de interés clinico o InDel en los
genes estudiados. Para lograr un diagnéstico molecular en estos casos, tenemos las siguientes

opciones:

1. Volver a alinear y anotar los datos gendmicos de estos casos: durante nuestro estudio
una estrategia que resultd Gtil para los casos sin variantes de interés clinico fue el volver
a anotar los datos de secuenciacion, esto nos ayud6 a identificar una variante
probablemente patogénica en 1 caso (SQTL-7). En otros grupos se ha demostrado que
esta técnica aumenta el rendimiento diagndstico en hasta un 10%. La identificacion de
variantes no observadas previamente mediante el realineamiento puede atribuirse al
perfeccionamiento y actualizacibn constante de los algoritmos usados para el
alineamiento y la identificacién de variantes. (Ewans et al., 2018; Sun et al., 2019;
Wenger, Guturu, Bernstein, & Bejerano, 2017).

2. Realizar secuenciacion de exoma: en nuestro grupo de pacientes se realizé exoma
completo a 3 familias donde no se identificaron genes de susceptibilidad nuevos.
Secuenciar un mayor numero de genes no necesariamente aumenta las probabilidades
de identificar genes causales nuevos, y es necesario que exista una estructura familiar
adecuada, con varios individuos afectados y no afectados, en donde pueda observarse
cosegregacion de una mutacién sospechosa. Desde 2006, la secuenciacion del exoma
solo ha permitido identificar 3 genes nuevos causales de AHs (CALM1, CALM2 y CALM3)
(Crotti et al. 2013; Reed et al. 2015).

3. Buscar casos de etiologia oligogénica: el diagndstico molecular generalmente se limita a
la busqueda de mutaciones de alta penetrancia, sin embargo, cada vez son mas
frecuentes los reportes que sugieren una mayor complejidad genética en las AHs, como
lo son la documentacion de casos digénicos u oligogénicos (Nieto-Marin et al., 2019; Tan,
Duff, Kuriachan, & Gerull, 2014). Posibles ejemplos de estos casos son los pacientes
SBr-2 y SQTL-14 en este estudio. Sin embargo, demostrar que una enfermedad es
causada por la suma de los efectos de diferentes variantes en distintos genes es muy
complejo, y puede requerir el estudio funcional de numerosas variantes y combinaciones
simultaneas de variantes en modelos in vitro complejos (i.e. cardiomiocitos derivados de

células madre de pacientes con AHSs) lo cual dificulta su estudio. Ademas, variantes
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comunes en genes causales de AHs podrian contribuir al fenotipo, agravando o
modulando la expresividad de la enfermedad. Estas variantes pueden ser identificadas
mediante enfoques alternativos, como los estudios de asociacion caso-control a una AH,
los estudios de asociacion a rasgos electrocardiogréaficos en la poblacion abierta, o los

analisis de variacidn genética en fenotipos extremos.

4. Analisis fuera del exoma: Se calcula que el 85% de las mutaciones que causan
enfermedades mendelianas se encuentran en secuencias codificantes. Por esto, es
importante buscar variantes que puedan explicar la variabilidad fenotipica de las AH que
esté en zonas no codificantes. Desafortunadamente, a pesar de que ha habido avances
importantes en el conocimiento de estas secuencias mediante proyectos internacionales
como ENCODE (“An integrated encyclopedia of DNA elements in the human genome,”
2012), por falta de conocimiento de la biologia de las zonas no codificantes (intrones,
promotores, pseudogenes, transposones, ADN satélite, etc.), las herramientas para
interpretar las consecuencias funcionales de variantes en estas zonas que pudieran
causar enfermedades mendelianas son dificiles de trabajar. Es importante incluir estas
zonas durante el analisis de secuenciacion, lo cual ayuda en la deteccion de variantes de
interés clinico, como ocurri6 en el caso TVM-1, en el que se encontr6 la variante
patogénica SCN5A ¢.998+1G>A (rs1167495153), ubicada en el promotor de este gen.

2. Criterios de patogenicidad

Para clasificar las variantes de acuerdo con su patogenicidad se utilizaron dos criterios diferentes.
Primeramente, se utilizaron los criterios de la ACMG, los cuales fueron acordados en el 2015
(Figura 15). Estos criterios estan diseflados para la estandarizacién de la interpretacion y el
informe de las variantes genéticas identificadas en el laboratorio clinico, y se encuentran
constantemente en revision, ya que se identificaron varias areas en las que las directrices
carecen de especificidad o estan sujetas a interpretaciones ambiguas o contradictorias. Una de
estas areas es el desacuerdo sobre el valor de los datos funcionales (Tabla 27), que es una
fuente importante de discrepancias de clasificacion. El valor de los datos funcionales depende
de la relevancia de la propiedad medida para la fisiopatologia de la enfermedad, la calidad del
experimento, la reproducibilidad del resultado y la magnitud del cambio en la funcion. Asi, una
evaluacion consistente de estas consideraciones es un desafio. Para abordar esto, se han

actualizado de los marcos de clasificacion de variantes, como el Sherloc (Nykamp et al., 2017),
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gue contiene reglas que capturan diversos grados de confianza, lo que ayuda a distinguir los
experimentos sobre el splicing y las alteraciones en proteinas, ademas que ayudan a valorar y

descartar estudios mal realizados 0 no concluyentes.

Tabla 27. Ventajas, desventajas y limitaciones de las técnicas in vitro para los estudios funcionales de los
canales ionicos. HEK Human embrionic kidney (Rifion embrionario humano); CHO Chinese hamster ovary
(ovario de Hamster chino); hiPSC-CMs Human induced pluripotent stem cells-derived cardiomyocytes
(cardiomiocitos derivados de células madre pluripotentes inducidas).

Técnica in vitro Ventajas Desventajas y limitaciones

- Los ovocitos expresan algunos
canales y receptores enddgenos.

- No ha sido posible expresar todos
los canales en los ovocitos.

- Se mantienen mejor a
temperatura ambiente, lo que
puede alterar la sintesis y
procesamiento de los canales de
mamiferos en comparacién con
las condiciones fisioldgicas.

- No son las células nativas en las
gue normalmente se expresan los
canales.

- No expresan una gran cantidad de
canales iénicos y receptores.

- Algunos canales solo pueden
expresarse en ovocitos y no en
células de mamiferos.

- Clamp de voltaje de dos electrodos
se pueden realizar de forma rapida
y semiautomética.

Ovocitos de Xenopus

- Proporcionan factores endégenos y
vias de sefializacion para promover
el plegamiento, la expresiony la
funcién de los péptidos del canal
iGnico en la superficie celular.

- Adaptable a técnicas

- Poseen una corriente de K* de
salida de voltaje con inactivacion
en estado cerrado, corriente de
salida de Na*y de Ca**

Células HEK-293

automatizadas.
- Tienen una considerable
conductancia cationica activada
Células CHO - Muy baja actividad de canales de por Caz" que pued_e complicar los
K* enddgenos experimentos que involucran la
elevacion de Ca?* intracelular.
. . - Propiedades anormales que
- Tiene componentes importantes de X A !
. incluyen latidos espontaneos y
hiPSC-CMs complejos macromoleculares de potenciales de accion

canales idnicos cardiacos. o .
heteromorfoldgicos con potencial

diastolico reducido.

Otra revision de los criterios del ACMG publicados en 2013 (Green et al., 2013), especifica para
arritmias hereditarias, dio como resultado los criterios de patogenicidad de variantes genéticas
asociadas con canalopatias cardiacas, propuestos por Campuzano et al. 2015 (Tabla 12), donde
intentan corregir deficiencias en los criterios existentes hasta ese momento. Entre las
correcciones mas relevantes esta la puntuacion de los estudios in vitro, debido a que son una de
las principales confirmaciones experimentales de patogenicidad en canalopatias cardiacas.
Ademas, éstos le dan una mayor importancia a la cosegregacion familiar, la cual solo es un
criterio de apoyo para el ACMG. Otra diferencia importante es que de los criterios de Campuzano
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no distinguen entre mutaciones de cambio de sentido y las que causan pérdida de funcién, lo
cual es un criterio fuerte de patogenicidad de acuerdo con los criterios de la AMCG. En el
presente estudio 60 variantes coincidieron en su clasificacion de patogenicidad por ambos
criterios, mientras que 8 variantes fueron clasificadas de manera diferente, esto refleja que aun
es necesario mejorar y perfeccionar la evaluacion de patogenicidad. Esto se ha visto en el AMCG,
ya que han refinado y actualizado sus criterios, mientras que los propuestos por Campuzano no.
Estos criterios son auxiliares, pero definitivamente no son determinantes para el diagnéstico, y
sobre todo para la toma de decisiones en el manejo y tratamiento de estos pacientes y sus

familiares.

De las 34 variantes no reportadas previamente (ACMG/Varsome), dos pudieron ser clasificadas
como patogénicas o probablemente patogénicas segun los criterios de Campuzano (CACNA1C
p.R858H, KCNH2 p.R885S), porque la variante mostré cosegregacion con la enfermedad en la
familia o por cumplir el criterio “estudio in vitro o variante radical”. Esto nos hace resaltar la
importancia que tiene el realizar analisis de los familiares, no solo por la importancia de detectar
de manera temprana pacientes aparentemente asintomaticos, sino por su capacidad de definir
la clasificacion de una variante cuya patogenicidad no es concluyente al momento de su

evaluacién inicial.

Aunque los criterios de Campuzano resultaron una herramienta util en la determinacién
sistemética del efecto de algunas variantes, la variante ANK2 p.E1126G fue clasificada como
VUS, siendo un caso indice con SQTL homocigota para esta variante. Esto es debido a que estos
criterios no hacen distincion entre variantes de efecto dominante y recesivo; ni consideran la
posibilidad de penetrancia incompleta, lo que complicé la valoracién de la patogenicidad de
algunas variantes en casos potencialmente digénicos. De los pacientes a los cuales no se puede
detectar alguna variante patogénica o probablemente patogénica, pero si se detecté una VUS,
la clasificaciéon no se pudo modificar principalmente por falta de informacion de las familias de
estos pacientes, haciendo imposible la busqueda de cosegregacion. En otros casos, la variante
fue clasificada como de significancia incierta debido a la ausencia de estudios funcionales de la
misma, sobre todo en los casos de pacientes con variantes de interés clinico en el gen RYR2, ya

gue por las caracteristicas de este gen su estudio resulta complejo.
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Hay que resaltar que, durante el desarrollo de este estudio, los criterios del ACMG dependientes
de la informacién en bases de datos poblacionales y de reporte de variantes asociadas a
enfermedad fueron modificandose al ser actualizados, cambiando algunos reportes de
patogenicidad, aumentando los casos de clasificacion de variantes como patogénicas o
probablemente patogénicas, por lo que es importante la evaluacién continua de las VUS para

definir su patogenicidad.

3. Casos de Interés

3.1.SQTL con mutaciones en BAG3 y ANK?2

El caso SQTL-14 cumple los criterios de Schwartz para el diagnéstico de QT largo, y a los 37
afos no tiene evidencia clinica o ecocardiografica de trastornos miopéticos ni cardiomiopatia
dilatada (CMD). Esta paciente tiene 3 hijos, ninguno con diagnéstico de SQTL o CMD al
momento. Es de llamar la atencién que la SNG revel6 la presencia de una variante patogénica
en BAG3 (p.Q251X). BAG3 no es considerado como un gen causal de SQTL, sino de miopatia
fibrilar y CMD. Se ha reportado que mutaciones de pérdida de funcién de este gen causan CMD,
generalmente sin arritmias (Franaszczyk et al., 2014; Lee et al., 2012). Interesantemente, existe
el reporte de paciente chino que presentaba sintomas de QT largo, debilidad muscular severa 'y
miocardiopatia hipertréfica, quien era heterocigoto para 2 variantes de cambio de sentido en
BAG3 (p.P209L y p.R258W). En su familia, el padre era portador heterocigoto de la variante
p.R258W, este presentaba QT largo sin las otras caracteristicas fenotipicas (Lee et al., 2012).
Por otro lado, la paciente SQTL-14 resulté ser homocigota para una variante en el gen ANK2
(p.E1126G). Esta variante esta reportada en la base de datos gnomAD (Karczewski et al., 2020)
con una muy baja frecuencia (0.000004). Este gen esta relacionado al sindrome de Ankirina-B,
el cual ademas de prolongaciéon del segmento QT, cursa con bloqueos cardiacos y TVPC.
Ninguno de los familiares heterocigotos para ANK2 p.E1126G presentd alteraciones importantes
en el ECG. Es posible que esta variante solo cause SQTL al presentarse en forma homocigota,
como ha sido reportado para algunas variantes en el gen KCNQ1 (Novotny et al., 2006; Priori
et al., 1998; Zafari et al., 2017).

Es necesario determinar si el SQTL de la paciente SQTL-14 se debe al efecto combinado de
BAG3 p.Q251Xy de ANK2 p.E1458G en forma homocigota. Para esto se deben realizar estudios
funcionales de la variante ANK2. Por otro lado, no debe descartase la posibilidad de que exista

otra variante no detectada por SNG que sea responsable del SQTL en esta paciente.
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3.2.5QTC

En este estudio presentamos el caso de una nifia donde el diagnéstico molecular llevo al
diagndstico clinico. La nifia presento bradicardia fetal y evidencia clinica de canalopatia desde la
infancia, y fue reclutada a nuestro estudio con diagnostico probable de DNS. Sin embargo, la
SNG revel6 la presencia heterocigota de la variante KCNQ1 p.V141M, previamente publicada
como causal de sindrome de QT corto. Como consecuencia de este hallazgo, se confirmé que
en el ECG presentaba un QTc = 290ms. A diferencia de otros pacientes con SQTC, esta variante
se ha asociado con caracteristicas clinicas diferentes: bradicardia fetal, fibrilacion auricular
permanente, bloqueo AV completo intermitente y DNS (Gussak et al., 2000; Sarquella-Brugada
et al., 2015; Villafafie, Fischbach, & Gebauer, 2014). En general, los pacientes con SQTC con
otras mutaciones muestran un inicio de edad posterior, pero una mayor prevalencia de arritmias
ventriculares y muerte subita cardiaca (Campuzano et al., 2018). En nuestro paciente, similar a
los pacientes con esta mutacién publicada en la literatura, no han desarrollado arritmias

ventriculares en el seguimiento, lo que sugiere que es una entidad independiente de SQTC.

3.3. Fenotipo mixto de SBry TVPC

Presentamos el caso SBr-2, el cual es de particular interés por ser un heterocigoto compuesto
para una variante en el gen SCN5A; una variante patogénica compleja donde cambia un
triptofano por una fenilalanina en la posicién 1345 de la proteina y se deletan los siguientes 4
aminodcidos, y una variante probablemente patogénica (p.P1730L) segun los criterios ACMG y
de Campuzano. Esta paciente presenta ademas una variante de sentido erréneo en RYR2
clasificada como VUS en forma heterocigota (p.vV2552M). Hasta donde sabemos, esta
combinacién de variantes genéticas es la primera de su tipo y no existen pautas para un manejo
adecuado. Aunque este caso no puede categorizarse Unicamente como SBr, es el fenotipo de
ECG predominante. Concomitantemente, la paciente presenté datos de disfuncién del nodo
sinusal, paralisis auricular, arritmias auriculares, TV monomoérfica sostenida y TV bidireccional
relacionada con el ejercicio. Esta Ultima arritmia ocurre en TVCP, y sugiere un trastorno de la

funcién del receptor de rianodina RYR2.

Al buscar estas mutaciones en de los miembros de la familia, se diagnostic6 un caso de sindrome

de Brugada en un primo hermano por rama paterna que porta la delecion compleja en SCN5A.
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De manera interesante, 2 primos hermanos portadores de la variante p.V2552M en el gen RYR2
no presentan el cuadro clinico de TVCP, aunque uno de ellos refiere palpitaciones incesantes
durante el ejercicio, sin llegar a sincope. El padre de estos nifios, tio paterno del caso indice, se
encuentra en estudio por una arritmia no especificada en el extranjero. Debido a la pandemia, se
pospuso la realizacion de estudios Holter y pruebas de esfuerzo para el resto de los familiares.
Resulta interesante que ocurran arritmias que sugieren alteraciones en canales de sodio
concomitantemente con arritmias que sugieren alteraciones en RYR2 Unicamente al presentarse
la combinaciébn de las 3 variantes. Se requieren estudios funcionales con diferentes
combinaciones de estas 3 variantes para poder entender mejor el mecanismo de generacion de

tantos diferentes tipos de arritmia en esta paciente.

4. Elgen SCN5A y los fenotipos mixtos

En la literatura se ha propuesto una nueva entidad patolégica conocida como "sindrome
de sobreposicion" de canalopatias cardiaca causadas por alteraciones del canal de
sodio: los portadores de la mutacion tienden a exhibir propiedades clinicas superpuestas,
como SQTL, SBr, trastornos de la conduccion cardiaca y DNS (Hayashi, Sumiyoshi,
Nakazato, & Daida, 2018). Como ejemplo tenemos las variantes p.E161K, p.T187I,
p.K1578fs, y p.R1623X, estas fueron identificadas en pacientes con SBr y DNS,
revelando el fenotipo clinico de superposicién (Makiyama et al., 2005; Smits et al., 2005).
Se planea realizar estudios funcionales de las variantes individuales y diferentes

combinaciones para comprender mejor estos casos y refinar su manejo.

La mayor parte de las variantes detectadas en SCN5A se localizaron en la regibn méas
distal del canal de Nav1l.5, especialmente en las subunidades formadoras de poro (S5y
S6) incluyendo el asa-P del dominio IV que forma parte del filtro de selectividad del canal
de sodio (p.R1644H, p.T1708N, p.S1710L, p.A1724D, p.P1730L y p.D1741fs) (Figura
31). Notablemente, las variantes SCN5A p.T1708N, SCN5A p.S1710L (rs137854604) y
SCN5A p.D1275N (rs137854618) se encontraron en pacientes con diferentes AHSs,
especificamente DNS y SBr, sugiriendo que esta region podria estar implicada en el

desarrollo de fenotipos mixtos (Hayashi et al., 2018; Yagihara et al., 2016).
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La variante SCN5A p.S1710L fue estudiada previamente y se determiné que causa
alteraciones en la inactivacion rapida, aumento en la inactivacion lenta y un
desplazamiento positivo de la activacion (Sasaki, 2004). La variante SCN5A p. D1275N
luego de realizar estudios in vivo se asocié con una disminucion de la amplitud del
potencial de accién, consistente con la disminucion de la corriente maxima de sodio, y
con una duracion prolongada del potencial de accién, consistente con el aumento de la
corriente tardia (H. Watanabe et al., 2011). Aunque alteran diferentes parametros
electrofisiologicos de los canales, ambas variantes causan dos efectos aparentemente
opuestos simultaneamente: una importante reduccion de la duracién o intensidad de la
Ina €n el pico (disminucidn de la funcion); y un incremento de la Ina tardia 0 persistente
(aumento de la funcién). Este mismo fendmeno se report6 anteriormente para la variante
p.1795insD identificada en pacientes con fenotipos mixtos como bradicardia, conduccion
cardiaca retardada, prolongacién del intervalo QTc y aumento del intervalo ST precordial
(Remme et al., 2006). Al mismo tiempo, llama la atencion que los portadores de la
variante p.T1708N poseen un fenotipo mixto de presentacion variable, incluyendo QTc
prolongado, SBr o DNS, incluso entre portadores en la misma familia. Estos fenotipos
mixtos pueden deberse a la presencia de variantes moduladoras de varios fenotipos
arritmicos. Por ejemplo, Aoki et al demostraron que las diferencias fenotipicas en una
familia con SBr y DNS con una mutacion SCN5A, podrian explicarse por modificadores
como las variantes de genes SCN1B y DSG2 (Aoki, Nakamura, Ohno, Makiyama, &
Horie, 2017). Es posible que esto pueda explicar las diferentes presentaciones
fenotipicas de nuestros pacientes, por lo que serd necesario estudiar la cosegregacion

de polimorfismos en genes de AHs en la familia.

5. RYR2 como gen de susceptibilidad para SQTL

Las variantes en el gen que codifica el receptor de rianodina (RyR2) son la principal causa de
taquicardia ventricular polimorfa catecolaminérgica, desde hace méas de una década se demostro
gue mayoria de las variantes causales de TVPC en este gen se agrupan en 3 dominios o
“hotspots” mutacionales: | (residuos 77-466), Il (residuos 2246-2534) y Il (residuos 3778-4959)
(Medeiros-Domingo et al., 2009). La mayor parte de estas mutaciones generan canales

hipersensibles o hiperactivos (ganancia de la funcién en RyR2) que liberan Ca?* de forma
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aberrante y espontanea, provocando post-despolarizaciones tardias (DADs por sus siglas en

ingles).

RYR2 no esta considerado un gen causal de SQTL, aunque ya se ha considerado su posible
papel en la fisiopatologia del SQTL (Campuzano & Sarquella-brugada, 2017). Hasta el momento,
solo se ha documentado 1 caso con diagndstico inequivoco de SQTL portador de una variante
probablemente causal en RYR2 (p.V4299M), negativo para variantes patogénicas en genes
causales de SQTL (Kauferstein et al., 2011). Otros casos descritos se inclinan mas a una
“superposicion fenotipica” entre TVPC y SQTL, presentando QTc >460ms, el cual se alargo con
pruebas de epinefrina, ademas de la presencia de taquicardias ventriculares polimérficas o
contracciones ventriculares prematuras; todos portadores de variantes en RYR2 (p.l14756S
,p.V4298M, p.K4594Q, p.T2390I) (Letsas et al., 2020; Tanaka, Kawabata, Scheinman, & Hirao,
2015; Taniguchi et al., 2017; T. Watanabe et al., 2016). A la fecha ninguna mutacién en RYR2
en pacientes con SQTL ha sido estudiada funcionalmente, ni se ha estudiado su efecto directo
sobre el PA cardiaco o el QTc. En un estudio preliminar presentado por Valdivia et al. se estudio
el efecto funcional de la variante RYR2-p.R2920Q, identificada en el caso SQTL-29 (quien
aparentemente no es portadora de otras mutaciones en genes causales de SQTL), sefialando
gue esta variante confiere a los canales RYR2 una ganancia de funcién por aumentar su afinidad
al calcio. Sin embargo, esto no explica la prolongacion del intervalo QT. Una hipotesis sugiere
gue la liberacién espontanea de Ca?* por el RS (canales de rianodina) durante la fase sistélica
del PA puede causar post-despolarizaciones tempranas (EADs) que alargan el QTc, debido a
una liberacién de calcio inducida por sobrecarga de almacenamiento (SOICR), antes de que la
membrana alcance los niveles de PA diastélicos, activando los canales NCX, lo que aumenta las
corrientes de entrada, despolarizando el sarcolema y reactivando los canales de Ca?* tipo L,
similar al mecanismo de las DADs (Némec, Kim, & Salama, 2016; Volders et al., 2000). Este
mecanismo estd en investigacion. Finalmente, sera interesante explorar la variante RYR2

p.Y4287N, identificada en el caso SQTL-19, el cual presenta un claro caso de SQTL.

6. Perspectivas

Algunos genes que codifican proteinas esenciales en la funcién eléctrica cardiaca pueden tener
variantes raras neutrales o no patogénicas; por lo que su identificacion no implica un diagndstico

definitivo, y asumir errbneamente su patogenicidad podria impactar negativamente un paciente
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o a sus familiares (J. P. Ackerman et al., 2016). Debido a esto para poder alcanzar un diagndéstico
molecular certero son de vital importancia el estudio funcional y de cosegregacion familiar. Es
importante resaltar que en ciertos casos es complicado realizar el estudio funcional en los
modelos in vitro como células HEK-293 y ovocitos de Xenopus, debido al nimero de variantes
gue se pueden encontrar en un solo individuo y a las diferentes combinaciones que se pueden
encontrar en una familia. Tomando en cuenta a lo anterior, nos inclinamos a que el modelo
experimental ideal para estudiar estos casos oligogénicos son los cardiomiocitos derivados de
células madre pluripotenciales de humano. Sin embargo, los estudios funcionales no pueden ser
llevados a cabo en todos los casos ya que estos son muy frecuentemente de dificil acceso para
algunas instituciones que realizan el diagndstico genético, ya sea por costos, por necesidad de
equipos o por la complejidad de los canales. Una alternativa a esto es analizar el posible efecto
de algunas variantes mediante su modelaje in silico (Polanco, Uversky, Marquez, & Buhse, 2019),
lo que permitiria obtener un acercamiento al efecto de estas para optimizar el diagnostico

molecular.

Otra estrategia para mejorar el rendimiento diagnostico en los pacientes con AHs es a través del
aprendizaje automatico (ML por sus siglas en inglés, machine learning). Este es un campo de la
informética que implica la generacion de algoritmos capaces de aprender iterativamente,
explorando y utilizando patrones dentro de los datos para actuar especificamente, sin ser
programados explicitamente (automaticos) (Benjamins J, Yeung M, Reyes-Quintero A, Ruijsink
B, van der Harst P, 2020). La aplicacion de estos sistemas, en su mayoria, se dirige para mejorar
la prediccién diagnéstica. En el area de la gendmica, se han empleado principalmente para
facilitar procesos como la llamada de variantes, la anotacidn del genoma y la clasificacion de
variantes, y la correspondencia de fenotipo a genotipo (Dias & Torkamani, 2019). DeepVariant,
un algoritmo utilizado para llamado de variantes basado en redes neuronales convolucionales,
entrenado en alineamiento de lecturas sin conocimiento previo sobre gendmica, demostrd
superioridad a las herramientas estandar en algunas tareas de llamadas de variantes gracias a
la capacidad de las redes neuronales convolucionales (CNN por sus siglas en inglés;
Convolutional neural network) para identificar dependencias complejas en datos de

secuenciacion (Poplin et al., 2018)
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Conclusiones

El rendimiento diagndstico de AHs en pacientes mexicanos mediante SNG sitio-dirigida
fue similar al reportado en otras poblaciones, demostrando que esta es una herramienta

util para la deteccion de variantes causales y potencialmente causales de AHSs.

La técnica de MLPA ayudo en el diagnéstico molecular de un caso no resuelto por SNG-
sitio dirigida, lo que nos muestra la utilidad de la aplicacion de métodos alternativos para

la evaluacion de casos no concluyentes.

Los criterios actuales para evaluar la patogenicidad de las variantes de interés clinico
demostraron ser Utiles, pero aun poseen deficiencias que necesitan ser refinadas, y asi

lograr realizar reportes fidedignos de patogenicidad a los pacientes.

Aunque la mayoria de los casos con AHs se consideran sindromes monogénicos, es
probable que algunos sean el resultado de la interaccién de variantes patogénicas con
otras variantes del mismo tipo o con diferentes polimorfismos raros y/o comunes, lo que
explicaria la expresividad variable que suele observarse entre diferentes pacientes y

familias con AH.
La deteccion de variables en el gen RYR2 en pacientes con SQTL apoya la hipétesis

planteada anteriormente de que este gen puede ser de susceptibilidad para el Sindrome
de QT largo, ademas de la TVPC.
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No es posible,
porque la pred
no esta
determinada
Unicamente
por el puntaje

rankscore >
0.31709 (D to
N)

rankscore>0.9
41H
rankscore>
0.61456 M
rankscore>0.2
6284 L else N

Descripcién

Calcula probabilidades
bayesianas: p (mutacién |
enfermedad)

Calcula las probabilidades
como razoén entre p (subst) en
cada sitio para cada aminoy p

(must_freg_subst)

Utiliza un bosque aleatorio
para identificar posibles
mutaciones sin sentido

funcionales

Nuestro puntaje de prediccion
de conjunto basado en
maquina de vectores de

soporte (SVM), que incorpord

10 puntajes (SIFT, PolyPhen-

2 HDIV, PolyPhen-2 HVAR,
GERP ++, MutationTaster,

Mutation Assessor, FATHMM,
LRT, SiPhy, PhyloP) y la

frecuencia méxima observada

en Las 1000 poblaciones de
genomas.

El protocolo computacional
realiza el analisis de la
siguiente manera: dado un
nombre de proteina mutada y
una posicion de residuo
mutado, busca homologos de
secuencia, construye una
alineacion de secuencia
multiple, agrupa secuencias
en subfamilias y puntia una
mutacién por patrones de
conservacion especificos
globales y subfamiliares. Es
probable que las mutaciones
que afectan a cualquier tipo

Informacién extra

Al usar PSI-BLAST, se
puede hacer una prediccion
sobre el efecto de una
mutacién no anénima
dentro de una proteina.

Predice el impacto potencial
de una variante no anénima
utilizando caracteristicas
fisicas y comparativas.

Para determinar la
probabilidad de que una
mutacion sin sentido
perjudique la funcionalidad
de una proteina.

Integrar nueve
puntuaciones de predicciéon
perjudiciales de mutaciones

sin sentido.

Estime el impacto de la
mutacién usando la
diferencia de la entropia
causada por la mutacion.



MetaLR

M.CAP

POLYPHEN2

MutationTaster

CADD

DANN

Meta

Meta

ML

ML

ML

ML

Regresion logistica

Clasificador de arbol
de aumento de
gradiente

Clasificador bayesiano
ingenuo (ambos)

Clasificador bayesiano
ingenuo

Méaquina de vectores
de soporte de nucleo
lineal

Red neuronal

36,192 SNVs de
UnPprot

63,418 variantes
patogénicas de
HGMD y 3,268,665
variantes
predominantemente
benignas de EXAC

UniProtKB /
UniRef100, PDB /
DSSP, alineaciones
UCSC de 45
genomas de
vertebrados; 5.564
mutaciones de la
enfermedad de
Mendeliana y 7.539
SNV de divergencia
de proteinas
homdélogas de
mamiferos cercanos
(HDIV), 22.196 SNV
asociados a la
enfermedad y
21.119 SNV
comunes (HVAR)

UniProt, genes
homélogos en
humanos y otras 10
especies, dbSNP,
HapMap; SNV de
1000 G (1000
Genomes Project),
HGMD

16.627.775
variantes
"observadas"
(Ensembl) y
49.407.057
variantes
"simuladas”
16.627.775
variantes
"observadas'
(Ensembl) y
49.407.057

Nueve puntajes de
prediccién y
frecuencias alélicas
en 1000G

Anotaciones

Ocho
caracteristicas
predictivas
basadas en
secuenciay tres
basadas en
estructura (ambas)

Conservacion de la
secuencia de ADN,
prediccion del sitio
de empalme,
prediccion de
estabilidad de
ARNmM,
caracteristicas de
proteinas;
caracteristicas
regulatorias

63 anotaciones
(949
caracteristicas)

63 anotaciones
(949
caracteristicas)
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D(amaging) rankscore>0.8
[T(olerated)] 1332
D(amaging) rankscore>0.5
N(eutral) 43
D(amaging) rankscore>0.8
[T(olerated)] 1113
D(amaging) SCORE>0.02
T(olerated) 5

de residuo conservado sean
funcionales.

NA

Busqueda de secuencias
homdélogas y con una relacion
distante, agruparlas,
seleccionar conglomerados
mas relacionados, calcular
una puntuacién basada en el
delta BLOSUM62, y hacer un
promedio no sesgada de la
misma.

Nuestro puntaje de prediccion
de conjunto basado en
regresion logistica (LR), que
incorpor6 10 puntajes (SIFT,
PolyPhen-2 HDIV, PolyPhen-2
HVAR, GERP ++,
MutationTaster, Mutation
Assessor, FATHMM, LRT,
SiPhy, PhyloP) y la frecuencia
méaxima observada en el 1000
poblaciones de genomas.

DANN es un puntaje de
prediccién funcional
reentrenado basado en los
datos de entrenamiento de

Para predecir las
consecuencias funcionales
de los SNV en las variantes

de codificacién y no
codificacion a través de un
servidor web.

Integrar nueve
puntuaciones de prediccion
perjudiciales de mutaciones

sin sentido.

Para calificar todos los
posibles 8,6 millones de
sustituciones en el genoma
de referencia humano de 1
a 99 en funcion de variantes
funcionales conocidas y
simuladas.

DANN es un puntaje de
prediccién funcional
reentrenado basado en los
datos de entrenamiento de
CADD usando



fathmm-MKL
coding

GenoCanyon

GERP++

phyloP7way
vertebrate

phyloP20way
mammalian

phastCons7way
vertebrate

phastCons 20
way mammalian

SiPhy 29way
logOdds

ML

ML

Cons

Cons

Cons

Cons

Cons

Cons

Aprendizaje de Kernel
multiple

Aprendizaje
estadistico no
supervisado

Estimacion de tasa
evolutiva de maxima
verosimilitud

Distribuciones del
ndmero de
sustituciones basadas
en el modelo
filogenético oculto de
Markov

Distribuciones del
ndmero de
sustituciones basadas
en el modelo
filogenético oculto de
Markov

Modelo de Markov
oculto filogenético de
dos estados

Modelo de Markov
oculto filogenético de
dos estados

Inferencia del patrén
de sustitucién de
nucleoétidos por sitio

variantes
"simuladas"

SNVs de HGMD y
1000G

Coleccion de las
puntuaciones
comparativas de
conservacion
gendmica y sefiales
bioguimicas
obtenidas del
proyecto ENCODE
Alineaciones de
TBA de hgl8 a
otras 43 especies
de vertebrados del
explorador del
genoma UCSC
Genomas de 33
mamiferos
placentarios (unidos
con 20p hasta 3.0);
Genomas de siete
vertebrados (3.0 y
posteriores)
Genomas de 33
mamiferos
placentarios (unidos
con 20p hasta 3.0);
Genomas de siete
vertebrados (3.0 y
posteriores)

Genoma de siete

vertebrados

Genoma de 20
mamiferos

Genoma de 29
mamiferos

Conservacion,
epigenética,
sefiales

Conservacion,
anotaciones
bioquimicas.

Alineamientos
multiples y arbol
filogenético.

Alineamientos
multiples y arbol
filogenético.

Alineamientos
multiples y arbol
filogenético.

Alineamientos
multiples y arbol
filogenético.

Alineamientos
multiples y arbol
filogenético.

Alineamientos
multiples

D(amaging)
N(eutral)

rankscore>0.2
8317

CADD usando una red
neuronal profunda.

Un tipo de modelo

estadistico que considera
que tanto el proceso cambia

de un sitio a otro
Un tipo de modelo

estadistico que considera
que tanto el proceso cambia

de un sitio a otro

?

Anexo 3.- Programas de prediccion in silico utilizados. Para las herramientas de prediccion, la etiqueta "Categoria" es B
para "método de prediccién basado en biologia", ML para "Método de prediccion basado en aprendizaje automatico", Meta

para "Método de prediccidbn meta" y Contras para "Herramienta de puntuacion de conservacion”
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Anexo 4

Gel de agarosa 1.0%

Agarosa 0.30 g

TAE (Materiales de tampdn de electroforesis TAE 10X 48.4 g de Tris base [tris (hidroximetil)
aminometano], 11.4 mL de &cido acético glacial (17.4 M), 3.7 g de EDTA, sal disddica, agua
desionizada) 30 ml

Se colocan en un matraz de 250ml la agarosa con el TAE sin mezclar, esto se pasa al
microondas donde se calienta la mezcla por 60 segundos, se retira del microondas y se
mezcla con movimientos circulares. Luego de que la mezcla este temperada se coloca el
contenido del matraz en la camara de electroforesis, se eliminan las burbujas y se deja

secar por 20 minutos. Al estar ya solidificado el gel, se cubre con solucién TAE totalmente.

Para realizar gel al 1.5% se utiliza el mismo proceso con 0.45¢g de agarosa.
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Anexo 5.- Estrategias de diagnostico molecular utilizado en los casos indice.
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