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Investigacion de Variantes Génicas de Canales lonicos en Pacientes
con Sindrome del QT Largo

Ernesto Curty', Fernando Eugénio dos Santos Cruz?, Fabiane Santos Lima’, Jorge Luiz Albuquerque Coutinho?,
Rosane Silva®, Turdn Peter Urményi®, Anténio Carlos Campos Carvalho®?, Edson Rondinelli'?

Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro’; Instituto Nacional de Cardiologia’; Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
UFRJ?, Rio de Janeiro, RJ - Brasil

Resumen

Fundamento: El sindrome del QT largo (SQTL) es un sindrome arritmico heredado con aumento del intervalo QT
y riesgo de muerte sibita. Mutaciones en los genes KCNQ1, KCNH2 y SCN5A responden por 90% de los casos con
genotipo determinado, y el genotipaje es informativo para aconsejamiento genético y mejor manejo de la enfermedad.

Objetivo: Investigaciéon molecular y analisis computacional de variantes génicas de KCNQ1, KCNH2 y SCN5A asociadas
a la SQTL en familias portadoras de la enfermedad.

Métodos: Las regiones codificantes de los genes KCNQ1, KCNH2 y SCN5A de pacientes con SQTL y familiares fueron
secuenciadas y analizadas utilizando el software Geneious Pro®.

Resultados: Fueron investigadas dos familias con criterios clinicos para SQTL. La probanda de la Familia A presentaba
QT_ = 562 ms, Escore de Schwartz = 5,5. El genotipaje identificé la mutacion G1714A en el gen KCNH2. Fue observado
QT = 521 + 42 ms en los familiares portadores de la mutacién contra QT_ = 391 = 21 ms de no portadores. La
probanda de la Familia B presentaba QT_. = 551 ms, Escore de Schwartz = 5. El genotipaje identificé la mutacién
G1600T, en el mismo gen. El andlisis de los familiares revel6 QT_ = 497 £ 42 ms en los portadores de la mutacién,
contra QT = 404 = 29 ms en los no portadores.

Conclusion: Fueron encontradas dos variantes génicas previamente asociadas a la SQTL en dos familias con diagnéstico
clinico de SQTL. En todos los familiares portadores de las mutaciones fue observada la prolongacién del intervalo QT.
Fue desarrollada una estrategia para identificacién de variantes de los genes KCNQ1, KCNH2 y SCN5A, posibilitando el
entrenamiento de personal técnico para futura aplicacién en la rutina diagnéstica. (Arq Bras Cardiol 2011;96(3):172-178)
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tipos 1, 2 y 3 responden por 90% de los casos con genotipo
identificado'. Aunque mas de 700 variantes hayan sido
descriptas'?, en 29% de los casos la base genética no fue
identificada'®. Los varios tipos de SQTL difieren en cuanto al
riesgo de muerte stbita™, a los gatillos para los episodios de
arritmia''® y la respuesta al tratamiento farmacoldgico'”'%.
Ademas de eso, la gravedad depende de la region afectada

Introduccion

El sindrome del QT largo (SQTL)'? es una enfermedad
genética con prevalencia de 1:2.000° que cursa con
riesgo de muerte stbita por arritmias ventriculares en un
corazén estructuralmente normal®. El diagndstico es hecho
a través del escore de Schwartz®, que combina criterios
electrocardiograficos y de la historia clinica, clasificando la

probabilidad de SQTL en “baja” (< 1) “intermedia” (2'y 3) y
“alta” (= 4). Un escore de Schwartz = 4 tiene especificidad
> 99% para el diagndstico de la SQTL®.

Diferentes tipos de SQTL son provocados por variantes
en genes de canales i6nicos™® y en el gen de la ankirina®.
Actualmente son descriptos 12 tipos'®, sin embargo los
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del canal™, lo que vuelve la identificacién de la mutacién
importante para el manejo de la enfermedad.

A pesar del gran nGmero de variantes envueltas, la
investigaciéon de variantes génicas asociadas a la SQTL
(genotipaje) esta siendo cada vez mas utilizada en la préctica
clinica. Que sea de nuestro conocimiento, ninguna unidad
del Sistema Unico de Salud realiza actualmente el genotipaje
de la SQTL. Por esta razén, fueron investigadas variantes
génicas asociadas a la SQTL en dos familias con diagnéstico
clinico de la enfermedad. Las condiciones de genotipaje de
los genes KCNQ1, KCNH2 y SCN5A fueron establecidas, y
fue utilizado analisis computacional para la identificacion
facilitada de mutaciones ya descriptas y de nuevas variantes
génicas en la poblacién brasilena.
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Métodos

Pacientes

Pacientes encaminados al Instituto Nacional de Cardiologia
con sospecha clinica de SQTL fueron sometidos a anamnesis
y examen fisico por un cardiélogo con experiencia en
SQTL (FESCF9). Los electrocardiogramas fueron analizados
independientemente por dos investigadores (EC y FESCF9),
y la medida del intervalo QT realizada por el método de la
tangente®. Ninguno de los probandos presentaba sefales
electrocardiograficos de hipertrofia cardfaca, disturbios de la
conduccion o isquemia miocdrdica. Probandos con escore de
Schwartz = 4 y familiares en primer grado fueron sometidos a
andlisis molecular, en un total de 29 individuos de dos familias.

Extraccion de DNA y reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

El DNA gendémico era extraido de sangre periférica®'. Los
exones correspondientes a las regiones codificantes de los
3 genes investigados eran amplificados por PCR utilizando
los iniciadores previamente descriptos*>*. Los exones de
los genes KCNQ1 y KCNH2 eran amplificados utilizando,
respectivamente, los programas “B” y “C” previamente
publicados por Syrris et al**. Para amplificacién de los exones
1A de KCNQT1 y 4 de KCNH2 era agregado a la reaccién el
reactivo PCRx Enhancer (Invitrogen), segln las instrucciones
del fabricante. Los exones del gen SCN5A eran amplificados
utilizando condiciones establecidas por nosotros: 0,2 mM
dXTP 3 mM MgCl,, 0,5 uM de iniciadores (senso+antisenso),
0,625 Ul de Tag DNA polimerasa recombinante (Invitrogen),
200 ng de DNA molde, en un volumen final de 50 ul. El
programa consistia en 94° C/10 min; 30 ciclos de 94° C/1 min,
58° C/1 min., 72° C/2 min.; extension final a 72° C/10 min.

Secuenciamiento automatico de DNA

El secuenciamiento de productos de PCR purificados
en filtros Millipore PCR Cleanup era realizado utilizando
iniciadores senso o antisenso, en un equipamiento MegaBACE
1000 (Amersham Biosciences) con reactivos DYEnamic ET
Dye Terminator Kit (GE Healthcare Life Systems) segin las
instrucciones del fabricante.

Analisis de las secuencias obtenidas para identificacion de
las mutaciones.

Fue utilizado el software Geneious Pro®* para andlisis de las
secuencias obtenidas y generacién de mapas de mutaciones
ya descriptas para los genes estudiados. Resumidamente, las
secuencias de las regiones codificante y genémicas de los
genes KCNQ1 (n2 de acceso NM_000218 y NG_008935.1),
KCNH2 (n2 de acceso NM_000238 y NG_008916) y
SCN5A (n2 de acceso NM_000335 y NG _008934.1) fueron
importadas del GenBank y las mutaciones conocidas (Inherited
Arrhythmias Database'?) agregadas a éstas en el software con
las respectivas referencias bibliogréficas. En seguida fueron
senalados los lugares de anillamiento de los iniciadores,
intrénicos en su mayoria, utilizados en las reacciones de
amplificacién y las porciones centrales de los intrones fueron

removidas para facilitar el analisis. La comparacién directa
de los mapas de mutaciones con las secuencias obtenidas de
pacientes permite visualizar simultdneamente la calidad del
secuenciamiento y las mutaciones previamente descriptas.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica en
Investigacién del Instituto Nacional de Cardiologfa (proceso n?
0187/4.01.08). Los pacientes y familiares fueron informados
de los objetivos y riesgos del estudio y concordaron en
participar del mismo a través de firma del término de
consentimiento libre y aclarado.

Resultados

Fue realizada investigacion de variantes génicas de
KCNQT1, KCNH2 y SCN5A en dos familias con diagnéstico
clinico de SQTL, incluyendo en el analisis dos probandos y
sus respectivos familiares, completando 11 individuos en la
Familia Ay 17 en la Familia B. El analisis de las variantes fue
optimizada mediante creacién de mapas de mutacion con el
software Geneious Pro® (datos no mostrados).

La probanda de la Familia A (Figura 1A, paciente A2.21), de
36 afos, comenz6 a sentir palpitaciones a los 15 afos; a los 24
anos empezé a presentar episodios de palpitaciones seguidas de
sincope desencadenados por estrés emocional, ruidos stbitos
y en el despertar, siendo hecho el diagnéstico de SQTL. La
probanda de la Familia B (Figura 1B, paciente B2.1) presentaba
42 anos y episodios de presincope durante esfuerzos fisicos.
La misma buscé atencion médica y recibié el diagndstico de
SQTL después de que su prima (#B2.9) presentd un episodio
de muerte stbita abortada (MSA) en ambiente hospitalario.
Los ECGs con medidas del intervalo QT de las probandas estan
mostrados en la Figura 2. La paciente A2.21 presentaba QT,. =
560 ms (Figura 2A) y la paciente B2.1 QT = 551 ms (Figura
2B). En la historia familiar de la probanda A2.21 era posible
identificar 10 casos de muerte stbita en edades precoces,
compatibles con SQTL. (Figura 1A, destacado en verde). En la
Familia B habfa solamente un caso de MSA (#B2.9).

Los datos clinicos y electrocardiogréficos de los individuos
de ambas familias estdn presentados en la Tabla 1. La Familia A
totalizaba 9 mujeres y 2 hombres, con edad entre 14 y 80 afos.
La Familia B contenia 17 individuos (7 del sexo masculino),
con edades entre 5 meses y 69 anos. Pueden ser identificados
8 individuos con Escore de Schwartz = 4, cuatro en la Familia
A (A2.21,A2.23, A3.2, A3.3) y 4 en la Familia B (B1.1, B2.1,
B2.9, B3.1). Dos de esos individuos (A2.21 y B2.9) presentaron
episodios de muerte stibita abortada (MSA) y fueron tratados con
CDI + betabloqueante. Los demas (A1.10, A2.23, A3.2, A3.3,
B1.1) eran asintomaticos y fueron tratados con betabloqueantes
aisladamente. Uno de los casos de MSA (B2.9) presentaba
intervalo QT = 448 ms, entre tanto, este ECG fue registrado
en la vigencia del tratamiento con betabloqueante, que puede
reducir el intervalo QT. Apenas un individuo (A1.10) presentaba
probabilidad intermedia de SQTL (Escore de Schwartz = 2,5) y
QT limitrofe (450 ms). El andlisis del heredograma sugirié que
ese individuo deberfa ser portador de mutacién causante de
SQTL, lo que fue confirmado por el andlisis molecular. Apenas
un individuo (A2.21) presentaba registro de Torsades de Pointes.
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Fig. 1 - Heredogramas de las familias estudiadas. Las probandas estan indicadas por flechas y por la letra P. Los algarismos romanos a la izquierda representan las
generaciones. Hermanos del mismo sexo sin clinica relevante estan representados como cuadrado o circulo con nimero dentro. a) Familia A: casos de muerte subita
estan destacados por la linea punteada verde. Abajo de cada individuo fallecido esta registrada la edad y la causa o circunstancia del dbito. Los individuos incluidos en
el proyecto estan destacados por la linea punteada roja. Abajo de cada individuo estan representados el intervalo QT y el genotipo en la posicion 1714. b) Familia B:
el genotipo en la posicion 1600 y el QT . de los individuos investigados esta presentado como encima.
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Fig. 2 - Electrocardiogramas de las probandas de las familias A (paciente A2.21) y B (paciente B2.1). El intervalo QT y el QT se encuentran sefialados.
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El andlisis molecular fue capaz de detectar variaciones
previamente descriptas del gen KCNH2 en las probandas
de ambas familias. En la probanda de la Familia A fueron
identificadas las variantes génicas A1692G y G1714A, ambas en
el ex6n 8. En la probanda de la Familia B fueron identificadas las
variantes génicas C1467T, C1600T, A1692G y T1956C. Todas
las variantes encontradas son polimorfismos de Ginico nucleétido
(SNPs) y las pacientes son heterocigotas en todos los loci. Entre
tanto, las variantes génicas G1714A (Familia A) y C1600T (Familia

B), ambas en el exon 8 del gen KCNH2, son SNPs del tipo no
sinénimo (missence) y fueron previamente descriptas como
asociadas a la SQTL. La identificacién de esas variantes génicas
es destacada en la Figura 3. Las otras variantes encontradas son
polimorfismos comunes y sin relevancia clinica demostrada'.

Las variantes missence G1714A y C1600T fueron
investigadas en los familiares de los probandos A2.21y B2.1,
respectivamente. Los resultados de ese genotipaje estdn
presentados en las Figuras TA y 1B. En la Familia A el QT_

Caracteristicas clinicas y electrocardiograficas de los individuos investigados en las familias Ay B

QT Morfologia del Arritmias

Individuo Sexo Edad Presentacion clinica FC (Ipm) (ms) segmento ST documentadas ES
A19 F 62 Asintomatica 55 420 Normal - 15
A1.10 M 80 Asintomética 65 450 Normal - 2,5
A1 F 65 Asintomatica 75 410 Normal - 1
A2.18 M 39 Asintomética 56 376 Normal - 1
A221 F 3% au?:ocr?g)eiA(se:th?# o 48 sp | biasicaenDIl aVF, TdP 5,5
de ATB aVR,V1aV4
A2.23 F 38 Asintomética 67 545 Normal - 4
A2.24 F 44 Asintomética 99 390 T achatada - 1
A2.25 F 39 Asintomética 60 350 T bifasica V1 a V4 - 1
A3 F 10 Asintomética 84 402 Normal - 1
A3.2 F 14 Asintomatica 54 520 T bifasica V3 a V5 - 55
A3.3 F 15 Asintomatica 68 530 Ondas U prominentes - 4
B1.1 M 69 Asintomético 61 497 Onda T achatada - 4
B1.3 M 67 Asintomético 66 404* Normal FA 1
B1.5 F 65 Asintomatica 68 400 Normal - 1
Presincope a los Ondas T achatadas; .
B2.1 F 42 esfuerzos 89 551 entalles en aVE, V2,V3; TSVNS 5
ondas U prominentes.
B2.3 M 30 Asintomatico 54 345 Normal - 1
B29 F 37 MSA con uso de ATB 59 uy T ac“f}gf’f‘;f’\‘}gf'es en - 4
B2.10 M 33 Asintomatico 61 386 Normal - 1
B2.11 F 39 Asintomética 83 405 Normal - 1
Presincope con estrés Bra}ilicardia. Teon
B3.1 M 15 emocional 52 492 ascension Ignta. Ondas U - 5
prominentes.
B3.2 F 1adm Asintomética 106 410 Normal - 1
B3.3 M " Asintomético 4 379 Normal - 1
B3.4 F 5 Asintomética 86 403 Normal - 1
B3.5 M 1" Asintomético 75 435 Normal - 1
B3.6 F 8 Asintomética 91 449 Normal - 1
B3.7 F 9 Asintomética 84 383 Normal - 1
B3.8 F 13 Asintomatica 61 378 Normal - 1
B3.9 F 5m Asintomética 126 44 Normal - 1

La numeracién de los individuos sigue el estandar adoptado en los heredogramas (Figura 1); las probandas se encuentran destacadas en negrito; ES - Escore de Schwartz;
ATB - antibictico; MSA - muerte stbita abortada; FA - fibrilacion atrial; TSVNS - taquicardia supraventricular no sostenida; (*) utilizado el intervalo QT al revés del QT .debido
a la presencia de FA; (*) EGG registrado en la vigencia del tratamiento con betabloqueante.

Arq Bras Cardiol 2011;96(3):172-178
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Fig. 3 - Identificacion de variantes génicas por secuenciamiento y analisis con el software Geneious Pro™. Los electroferogramas del secuenciamiento del exon 8 del
gen KCNH2 (cintas senso y antisenso) de las probandas fueron alineados con el mapa de mutaciones ya descriptas (ver Métodos). Las cintas senso y antisenso y el
mapa de mutaciones estén indicados. a) Familia A: la variante A1692G esta destacada por un rectangulo azul y la variante G1714A por un rectangulo rojo. b) Familia B:

la variante C1600T esta destacada por un recténgulo rojo.

medio en los portadores de la variante génica era de 521 *
42 ms, comparado a un QT,. medio de 391 = 21 ms en los
no portadores. En la Familia B la media del intervalo QT_en
los portadores de la variante era de 497 = 42 ms, comparado
con un QT medio de 404 + 29 ms en los no portadores. Se
observa, por lo tanto, que todos los portadores de los alelos
G1714Ay C1600T presentan prolongacién del intervalo QT
confirmando la relevancia clinica de las variantes encontradas.

Discusion

En este trabajo realizamos el secuenciamiento completo
de las regiones codificantes de los genes KCNQ1, KCNH2 y

Arq Bras Cardiol 2011;96(3):172-178

SCN5A buscando identificar las variantes génicas asociadas a
la SQTL en dos familias conteniendo miembros diagnosticados
con la enfermedad. A pesar de que la seleccién de variantes
génicas en la SQTL frecuentemente es hecha utilizando la
técnica de SSCP (single strand conformation polymorphism),
que requiere mayor trabajo manual y presenta sensibilidad
inferior a la de secuenciamiento.

Las dificultades de implementacién en rutina de un
método diagnéstico molecular de alta complejidad como la
del SQTL nos llevaron a desarrollar, utilizando el software
Geneious Pro®, una secuencia de pasos para identificar
con precisi6n mutaciones nuevas y ya descriptas. Los
recursos de manipulacién y anotacién de secuencias de
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ese software fueron explorados para la construccién de
mapas de mutacion indicando los lugares con mutaciones
descriptas, permitiendo el alineamiento de las secuencias
de los diferentes genes obtenidas de los pacientes con los
mapas de los genes KCNQ1, KCNH2 y SCN5A construidos,
facilitando la identificaciéon de diferencias entre ambas
secuencias. El alineamiento realizado en ese programa
permite, aun, eliminar artefactos de secuenciamiento. En
el caso de que una variante génica encontrada haya sido
previamente descripta como asociada a la SQTL, la referencia
bibliografica de la misma estara prontamente disponible
en las marcaciones del mapa. Ademas de eso, el programa
organiza los archivos internamente en un sistema de carpetas,
de modo que los diversos archivos de secuencia originales
quedan centralizados e indexados, lo que es crucial cuando
se toma en cuenta el enorme volumen de informacion
generada para cada paciente. De esa forma, la metodologia
desarrollada permite el andlisis de las secuencias de manera
eficiente y de facil manejo, reduciendo la posibilidad de
errores de interpretacion y posibilitando el entrenamiento
técnico de personal para la futura implementacién de rutina
de esa metodologia para la red SUS.

La metodologia de andlisis molecular por nosotros
establecida fue capaz de identificar variantes génicas
previamente asociadas a la enfermedad en dos familias
seleccionadas por los criterios clinicos ya definidos. Ambas
familias investigadas presentaron variantes asociadas a la
SQTL en el gen KCNH2, lo que permitié clasificar ambas
pacientes como portadoras de SQTL tipo 2. Ese gen codifica
la subunidad alfa del canal de potasio K,11.1, responsable
por la corriente |, en el potencial de accién cardiaco®.
La variante G1714A encontrada en la Familia A ya fue
previamente descripta?” como asociada a la SQTL, y provoca
la substitucién del aminodcido glicina por serina en la posicién
572 de la proteina, correspondiente al poro. Entre tanto,
las consecuencias electrofisiolégicas de la mutacion en la
actividad del canal iénico aun no fueron investigadas. La
presencia de la variante génica G1714A en la familia aqui
descripta refuerza la evidencia en favor de la patogenicidad
de esa alteracion. La variante génica C1600T, encontrada en la
Familia B, provoca el intercambio del aminoécido arginina por
cisteina en la posicion 534 del polipéptido, correspondiente
al sensor de voltaje del mismo canal i6nico?®. Ademds de eso,
en contraste a la variante anterior, los efectos de esa alteracion
fueron investigados electrofisiolégicamente por Nakajima et
al*, que demostraron reduccién del umbral de activacion del
canal, aceleracion de la activacion e inactivacién, y reduccién
de la inactivacion del canal en reposo.

Curiosamente, el genotipo identificado fue el del subtipo
2 - el segundo mas frecuente, respondiendo por cerca de
30% de los casos. Por otro lado, aunque esas familias fuesen
portadoras del mismo subtipo, y de que las variantes génicas
estdn bastante proximas (en el mismo exén, inclusive), la
presentacion clinica de la enfermedad diferfa entre las mismas,
tal vez debido a alteraciones en diferentes regiones del canal
i6nico. La asociacion entre la region alterada en la estructura
de la proteina, y la gravedad de la enfermedad fue investigada
por Moss et al™®. Los autores demostraron que las mutaciones
en la region del poro del canal codificado por el gen KCNH2
estdn asociadas a un riesgo muy aumentado - cerca de 3

veces mayor - de eventos arritmogénicos. Un estudio de
Shimizu et al*® obtuvo resultados similares. En conformidad
con esos trabajos, observamos una gravedad mucho mayor
de la enfermedad en la Familia A (mutacién en la regién
S5-Poro) que en la Familia B (mutacién en el segmento
transmembrana S4 - sensor de voltaje). Entre tanto, otro factor
descripto que resulta en mayor gravedad en la presentacién
clinica es la presencia de mas de una mutacién causante de
SQTL (compound mutations), que ocurre en cerca de 2% de
los casos®'. Como no fueron investigadas las variantes génicas
en los genes menos frecuentemente asociados a la SQTL
(SQTL tipos 4-12), no podemos excluir la posibilidad de que
la Familia A sea un caso de ese tipo.

Fueron encontrados portadores asintométicos, pero no
portadores silenciosos con ECG normal. Portadores silenciosos
son descriptos en la SQTL***?, siendo mds comunes en la
SQTL1™. Elindividuo A1.10 es ilustrativo de la complejidad de
la enfermedad: aunque sea portador de la variante asociada a la
enfermedad, su electrocardiograma muestra una prolongacién
apenas limitrofe del intervalo QT (450 ms) y su Escore de
Schwartz es igual a 2,5. Diversos factores pueden influenciar
el intervalo QT - algunas enfermedades, las concentraciones
séricas de iones calcio y potasio y diversos medicamentos - y
de esa forma pueden influenciar en la presentacién de la SQTL.
Ademas de eso, algunos trabajos recientes demostraron que
polimorfismos comunes en genes de receptores adrenérgicos
cardfacos son capaces de modular la duracién del intervalo
QT vy la gravedad de la presentacion clinica entre portadores
de la misma mutacion en el gen KCNQ1*. Por lo tanto, la
investigacion de variantes génicas en la SQTL puede auxiliar en
la identificacién de portadores asintomaticos con el intervalo
QT limitrofe, y puede ser (til al aconsejamiento genético.

Conclusion

Fue realizada la investigacién molecular de dos familias
con diagnéstico clinico de SQTL, han sido encontradas
dos variantes génicas distintas previamente asociadas a la
enfermedad. Fue implementada metodologia de amplificacién
y secuenciamiento de la regién codificante completa de los
genes KCNQ1, KCNH2 y SCN5A, y desarrollado método
computacional simplificado de analisis de las secuencias para
la investigacion de las variantes génicas utilizando recursos
del software Geneious Pro®, que facilita el entrenamiento de
personal técnico para la futura aplicacion de esa metodologia
en la rutina diagnéstica.
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