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1. CANALES DE SODIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE
1.1 Estructura y funcionamiento

Los canales ionicos son las enzimas que fisiologgrde difieren mas, puesto
qgue no llevan a cabo ninguna transformacion bioganiPertenecen a una gran familia
de mas de 400 proteinas, representando del 1% atl%uestra dotacion génica
(Gargus 2003). Tienen dos propiedades fundamentadesiuctancia y el proceso de
transicion entre estados conformacionales, denatoitgating”. La conductancia es el
mecanismo mediante el que un ion atraviesa de masbectiva la membrana celular
(Alfonso Vega 2001; Grant 2001; Gargus 2003). Lasates ionicos tienen al menos

tres estados conformacionales: cerrado, activa&ivo.

Los canales de sodio dependientes de voltajgQiNajuegan un papel crucial
en la propagacion del potencial de accion (PA) élulas excitables, como en los
miocitos, neuronas y células endocrinas (Catt@@00; Alfonso Vega 2001; George,
Jr. 2005). Estos canales son importantes dianasa parestésicos locales,

anticonvulsionantes y también de agentes antiaoosr(George, Jr. 2005).

En los ultimos afios se ha avanzado en gran medidd eonocimiento de la
estructura y funcién de los canales iénicos y eadello de arritmias cardiacas y
muerte subita (MS) debido al estudio de las mutescen los genes implicados (Rudy
& Silva 2006).

Los NaChs son proteinas integrales de membrana que pertenacena
superfamilia de canales i6nicos que se accionaiordea dependiente al potencial de
membrana (Figura 1) (George, Jr. 2005). Estos eand@rman un complejo
multimérico compuesto por una subunidad grandde aproximadamente 260 KDa,
por cuatro pequefias subunidaaf:—p4) de 33-36 KDa (Catterall 2000; George, Jr.
2005), pertenecientes a la superfamilia de IgGnflsh. 2001) y que contribuyen a la

formacion del canal y algunas proteinas reguladdagonne & Kass 2005).
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Figura 1. Representacion del mecanismo de gating del camasatlio. Se
muestra la hélice S6 formadora del poro de cada w®o los estados
conformacionales abierto, cerrado e inactivo (image cedidas Dra. Carmen
Valenzuela).

El poro esta constituido enteramente por la suladhw, que confiere las
propiedades de selectividad idnica, apertura etirzaion rapida. Las subunidades
auxiliares3 juegan un papel fundamental en la cinética dehlcgnen el “gating”
dependiente de voltaje. Las subunidades auxilisoesmuy parecidas en estructura,

tienen un dominio extracelular glicosilado y un amisegmento transmembrana
(Catterall 2000) (Figura 2).

La estructura tridimensional completa del canalsddio no esta disponible
actualmente pero si se tiene informacion estructgarca del sitio de inactivacion
(“inactivation gate”), localizado en el “loop” denidn entre los dominios IlI-1V. El
andlisis de Resonancia Magnética Nuclear prediee ejunotivo IMF (lle-Phe-Met)

interacciona y bloquea el poro (Yu & Catterall 2p03

Nueve genes codifican las distintas isoformas deutaunidada (Nay1.1-Nay1.9)
cada uno de los cuales se expresara dependientiideldel que hablemos. El gen del
canal de sodio se denomina como SCN_A, donde Sfisggrsodio, CN del inglés
“channel” y A la subunidad, siendo SCN1A el que se expresa en cerebro, SCN4A en

musculo esquelético, SCN5A en corazon, etc (Yu &etall 2003; George, Jr. 2005).



La subunidadr esta dispuesta en cuatro dominios homologos (Mon seis
segmentos transmembrana (S1-S6) cada uno. En naddedos dominios la hélice S4
funciona como sensor de voltaje, que contiene ¢eaka posiciones un aminoacido
cargado positivamente (Yu & Catterall 2003; Geodye2005)(Figura 2 y 3).
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Figura 2. La estructura primaria de las subunidades de casabnicos voltaje-dependientes. Los
cilindros representan segmentos en la estructurdlee a. Las lineas en negrita representan las
cadenas polipeptidicas de cada subunidad con umgitied proporcional al canal de sodio presente
en cerebro. Los dominios extracelulares de las sidadesfl y 2 se asemejan a estructuras tipo
inmunoglobulina. Logy representan posibles sitios de amino-glicosilaci®ngen circulos/rombos
rojos son sitios de fosforilacion por PKA (circulogs PKC (rombos); en verde se representan los
segmentos formadores de poro. Con circulos blat@m®$ocus EEDD (externo) y DEKA (interno)
que forman el filtro selectivo del canal y el side unién a tetrodotoxina. En amarillo se repreaant
los segmentos S4 que funcionan como sensores tgevdl en los circulos azules representa
particulas de inactivacion en el loop de inactiéazilos circulos azules son sitios implicados en la
formacion del receptor para la compuerta de inaatidén. Por Gltimo se detallan distintos sitios de

unién a toxinas (Yu & Catterall 2003).



Tras la despolarizacion, el movimiento de las eéliS4 y su consecuente

rotacion provoca un cambio conformacional que abpmro.

Figura 3. Estructura de la hélice S4, se destaca cada p@siciones un aminoacido cargado
positivamente Arginina (R)-Lisina (L). Caterall ZD0
Los NaCHs son sensibles a las neurotoxinas tetrodotoxinaxyjtaxina, dicha
propiedad fue utilizada para demostrar la local@adlel sitio receptor y el filtro
selectivo. El “loop” que une las hélices S5-S6 fareh filtro selectivo idnico (Locus
DEKA y EEDD). El motivo EEDD altamente conservado les canales de sodio
activados por voltaje en los mamiferos, se ha smeue regula la inactivacion lenta
de los Na@CHs (Catterall 2000; Xiongt al. 2006).

Los canales de sodio fueron los primeros miembeo$adsuperfamilia de los
canales i6nicos en ser descubiertos (Yu & Catt&@@ll3). La superfamilia incluye
también los canales de potasio, de calcio, cadafesy canales activados por

nucleadtidos ciclicos.

Las propiedades biofisicas, farmacologicas, laroegaion génica y los sitios de
reconocimiento de “splicing” en los canales de sode invertebrados son muy
similares a las de los mamiferos, con lo que seaedue el canal de sodio inicial fue
establecido antes de que en la evolucién se sepalas vertebrados e invertebrados
(Yu & Catterall 2003).

Las nueve isoformas existentes de logQ¥& se agrupan en dos “clusters”, por
un lado Na i1 Na;2 Nas 3 Nas 7 (localizados en el cromosoma 2 )por otroNay; 5.
Na,1.s Y Na1o (localizados en el cromosoma 3p21-24) (Figura éjreeambos grupos

existe una similitud del 75% en la secuencia denaatidos (aa), pero tienen cambios



que les confieren distinta resistencia a la tettmdoa (Yu & Catterall 2003). El resto

de canales, Nas Yy Na 1 4, se localizan en los cromosomas 15 y 11 respectite.

rMa,1.6 Chromosome 15

rNa,1.2 T

[ ] rNa,1.1
v Chromosome 2
rMNa,1.3
] —rMNa,1.7

rMax |

ria,1.4 Chromosome 11
rNa,1.5

B rNa, 1.8 Chromosome 3

rMNa,1.9 J_

Figura 4. Arbol filogenético de las nueve isoformas deNagCh (Yu
& Catterall 2003).

1.2 Potencial de accién cardiaco

Como se menciona con anterioridad, los canalescaéniposeen dos
caracteristicas principales, el mecanismo de “gatiyn la selectividad i6nica. Sin
embargo, el paso i6nico a través de la membranasp@olo no genera ninguna
consecuencia fisiolégica, las corrientes transmanm@dbry como consecuencia la
variacion del potencial de membrana si juegan pelgenportante en la transmision de
sefiales en las rutas de sefializacién bioquimicag(&a2003). Los canales idnicos
interacttan durante la generacién del PA con lothaas en las concentraciones idnicas

y cambios en el voltaje transmembrana.

La disfuncion de los canales dependientes de woliae toman parte en la
excitacion del tejido cardiaco provoca una altémaale los potenciales de accién que
queda patente en el trazado electrocardiografmmocen el sindrome de Brugada (SB)
o sindrome del QT largo (SQTL) (Gargus 2003; AmigMassumi 2007).

En el musculo cardiaco el PA genera una contragoigscular que se conduce
célula a célula, creandose una onda de excitaaiéneg la que activa y sincroniza el
bombeo de sangre en el corazén. En el musculoacarda diferencia del PA en el

musculo esquelético y sistema nervioso, se caragtpor una fase de platé duradera y



una fase de repolarizacion que previene la creat@barritmias y regula la contraccién
(Rudy & Silva 2006).

La duracién del PA cardiaco es de 250 ms y se coenge 5 fases (Figura
5). Lafase 0o fase de despolarizacion rapida, donde se prdduaggertura de los
canales rapidos de sodiq)l debida a un estimulo externo, provoca la entrada
masiva de iones sodio a los miocitos. El umbralataje de los canales de sodio
es de aproximadamente -55mV. La activacion es dipete de voltaje, al igual
que la inactivacién. La activacion de los canakesadio viene controlada por la
apertura de dos puertas —m y —h, descritas por iHgdk Huxley en 1952
(Hodking & Huxley 1952). La puerta —m responde a antivacion rapida y esta
abierta durante el proceso de despolarizacionuéat® —h funciona al contrario,
esta abierta durante la hiperpolarizacién y respoaduna inactivacion lenta
(Grant 2001). Ambas deben permanecer abiertaspeanaitir la entrada de iones
Na" a la célula. EI mismo estimulo que provoca lavacibn es el que provoca la
inactivacion. El paso conformacional del canal cieva a inactivo no durara mas
de 2 ms. Durante lease 1se cierran dichos canales, una corriente tramesite
K", I, €s responsable de la repolarizacion inicial. Estee dos componenteg,; |
gue es dependiente de voltgjese activa y desactiva rapidamente,g due
depende de la concentracién de“datracelular (Nerbonne & Kass 2005). Las
fases 0 y 1 corresponden a las ondas R y S delradamiograma (ECG),
mostrado en Figura 6. lfase 20 fase de platé corresponde al segmento ST del
ECG y es el resultado del balance entre la comidetentrada de iones €y
Na’, canales de calcio tipo Lcg y canales de sodio lentos dependientes de
voltaje, y la corriente de salida de ione& Ka fase 30 fase de repolarizacion
corresponde a la onda T electrocardiografica, qimcide con la salida de iones
K* (Amirali & Massumi 2007). Lafase 4 corresponde a la fase o periodo
refractario en el que los miocitos se encuentrameposo, no les llega ningun

estimulo.



K+
~+30 mV T Fase 2 m

Figura 5. Canales i6nicos y el potencial de accién cardidRepresenta los canales iénicos
mas importantes que estan implicados en cada falseatencial de accién. Imagenes cedidas
por la Dra. Carmen Valenzuela.

PR Q-T
interval imrerval

=
I

fenptnsadion

F

QRS
dution J

Figura 6. Representacion del ECG (Rudy & Silva 2006).
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1.3 Andlisis biofisico

En los ultimos afios ha habido un gran avance ent@w#d conocimiento de la
estructura de las membranas celulares y las fueside los canales ionicos. Esto ha
sido posible gracias a técnicas como “patch-clalfmaizamiento zonal), el uso de

neurotoxinas selectivas, la secuenciacion y elajgode genes (Celesia 2001).

La técnica de “patch-clamp” se rige por la ley denmO(I=E/R), mide las
variaciones de las corrientes idnicas de un camab(b de todos los canales existentes

en una célula cuando se le aplica a ésta un val&grminado.

Cuando se detecta una alteracion en la secuenc@m® no podemos saber a
priori la repercusion que tendra, asi esta técsecatiliza para demostrar si ejerce algun
efecto dicha mutacion sobre la amplitud de la eateé o el sistema de apertura del
canal. Una vez obtenido el gen mutado, en estea@aSGN5A, mediante mutagénesis
dirigida se transfiere el ADNc (acido desoxirribolaico copia) del gen a células
HEK293 u a ovocitos d¥enopus lavéigcélulas que se utilizan normalmente en estos
experimentos porque no poseen practicamente cadalesodio intrinsecos u otros
canales idnicos sarcolémicos). Tras un periodondabiacion se realiza el analisis
biofisico (Antzelevitctet al. 2005b).

En los estudios de “patch-clamp” se observa quecémsmles mutados en SB
conducen un menor flujo de Na&Esto puede ser debido a varios mecanismos lziosisi
y los podemos subdividir en dos grupos; los qudigap una reduccion de densidad de
corriente y los que causan cambios en el sistenapeldura (Antzelevitckt al.2005b).
Dentro de la primera clasificacion, la reduccioncdeiente es debida a menos canales
funcionales de Nao a corrientes mas pequefias, los mecanismos qligaex la
reduccion de corrientese resumirian en tres (Veldkamipal. 2000; Viswanathagt al.
2001):

a. Truncado de la proteina del canal Cuando se detecta una mutacion de codon
de parada prematura ésta provoca una disminuciota erriente de Na
Cabria pensar que una mutacion cerca del extreteonNnal (N-t) afectara con
mayor gravedad que otra que se encuentre en ehaxtcarboxilo-terminal (C-

t) ya que casi todas las hélices transmembrandassiatactas en este caso. Sin
embargo ensayos clinicos demuestran lo contraatté@ll 2000; Herfset al.
2003; Bezzinaet al. 2003; Antzelevitchet al. 2005b). Esto puede ser debido a



que cuando la alteracion se encuentra al comieaa proteina, ésta puede que
tenga unos niveles de transcripcion menores y @aanito un fenotipo menos

acentuado.

b. Mutacion en el poro conductor del iobn.Una alteracion que se encuentre en el

poro conductor es facilmente comprensible que paéstdar al flujo idnico.

c. Alteraciones del transito. Algunas mutaciones provocan un mal plegamiento
de la proteina, quedandose ésta almacenada eticelaesndoplasmico (RE)
(Baroudiet al.2002; Herfset al. 2003). Cuando ocurren errores en el pliegue de
una proteina existe un mecanismo de control ddadhkn el RE que la reconoce
y degrada. Existen algunos estudios que han cowleeduescatar” estas
proteinas utilizando sustratos y blogueantes queer a ellas y las estabilizan
(Loo & Clarke 1997; Zhowt al. 1999; Morelloet al. 2000; Fickeret al. 2002;
Herfst et al. 2003). Se demostré para los canales de potasiadowt'Ether-a-
go-go Related Gene” (HERG) que fueron rescatadopbloqueante HERG
4031, astemizol y cisaprida. Igualmente los candesodio con la mutacion
M1766L, que esta relacionada con el sindrome QTW&ron rescatados con
mexiletina, farmaco bloqueante de los canales de (Maldivia et al. 2002;
Herfstet al. 2003; Valdiviaet al. 2004).

En cuanto a las alteraciones que produz@nbios en el sistema de apertura
desarrollan una menor corriente de” Marante el potencial de accion cardiaco debido a

cambios que afectan al tiempo o voltaje de actiraoidesactivacion del canal:

a. Activacion dependiente del voltaje Este tipo de mutaciones provocaria una
activacion del canal a voltajes mas despolarizamieslos canales no mutados,
con lo que cualquier despolarizacion implica uni@acion menor del canal y

una corriente de Naneta menor (Tast al.2001).

b. Desactivacion dependiente del voltaje.as mutaciones que se rigen por este
mecanismo biofisico se desactivan a voltajes m@erdiéspolarizantes, con lo
gue a potenciales de reposo, en membrana habrian caréales mutados
desactivados y menos disponibles para activarselocque la corriente neta de
Na' seria menor (Veldkamgt al.2000)

c. Desactivacion en estado cerradd.os canales mutados pasarian directamente

de un estado cerrado desactivado a un estado vimadiste proceso de



desactivacion puede explicar la mayor sensibilidad bloqueo de los

antiarritmicos de clase I, estos farmacos puedaargte manifiesto elevaciones
del segmento ST tipo Brugada en pacientes con o en SCN5SA

asociadas a SQTL. Los canales mutados presentakianismo tiempo una

corriente de sodio que no se desactiva (prolongad& QT) y una mayor

desactivacion del estado cerrado (Kambaoeirisl. 2000; Antzelevitch 2005).

d. Desactivacion rapida.Los canales mutados sufren una rapida transicion al
estado desactivado (Tahal.2001; Antzelevitclet al. 2005b)

e. Desactivacion intermedia. La desactivacion intermedia es un proceso de
activacion y desactivacion lento. Este tipo de misrao ha sido relacionado
con el bloqueo de los canales de sodio por losmitthicos tipo | (Onget al.
2000). Este mecanismo fue descrito por el grupovdllkamp et al., que
identifico en pacientes portadores de la mutacié®bihsD un mecanismo dual,
prolongando el QT (SQTL) a frecuencias cardiacatasey una elevacion del
segmento ST derivada del ejercicio (SB) (Veldkanhal.2000).

Los experimentos electrofisioldgicos son Utilesekoaso de:
a. Registro de corrientes iénicasvivo ein vitro.
b. Caracterizacion del mecanismo de accion de farmacos
c. Determinacion de efectos adversos de farmacos.

d. Determinacion de los sitios de union de farmacaser de nuevos

farmacos.
e. Estudios estructura-funcién de canales iénicos.

En conclusién, los estudios electrofisioldgicosutes esenciales para el estudio
de nuevas mutaciones encontradas y para la mejgpreosion del comportamiento a

nivel fisiologico de cualquier canalopatia.



2. CANALOPATIAS

2.1. Enfermedades hereditarias de los canales i6og

Las enfermedades hereditarias de los canales gyrmamalopatias, representan
un conjunto de patologias hereditarias relativam@alvedosas. El descubrimiento en
1989 del gen causante de la fibrosis quistica, cpdifica una proteina llamada
“reguladora de la conductancia transmembrana &brisis quistica” (CFTR), desperto
un gran interés clinico y cientifico hacia estafeenedades, centrandose los estudios
en el descubrimiento de los distintos componentdsPd\ en los tejidos excitables
(Gargus 2003).

Las canalopatias afectan a multitud de tejidos pwgoritariamente al musculo
esquelético y sistema nervioso central. En la smgei tabla vienen indicadas algunas

patologias causadas por alteraciones en distiattaes ionicos (Tabla 1).

Tabla 1 Principales canalopatias asociadas a sus corradgntes canales ionicos

Tipo de canal Alteraciones

Paralisis periddica hipercaliémica (SCN4A), pardonda congénite
Na" (SCN4A), sindrome QT largo (SCN5A), SB (SCN5A),dsrme de muerte
subita del lactante (SCN5A), epilepsia (SCN1A, SBN@&tc.

2t Sindrome de Timothy (CACNA1C), diabetes, distrofiaerosclerosis
(CACNALC), hipertensién, migrafia (CACNA1A), etc.

cr Miotonia (CLCN1)

Ataxia (KCNAL), SQTL (KCNQ1, KCNH2), sordera, didbe (KCNJ11),

K epilepsia (KCNQ?2).

Una de las caracteristicas clinicas de las can@agpes la gran heterogeneidad
en su presentacion clinica. A la hora de evaluar canalopatia debemos tener en
cuenta varias pautas (Celesia 2001):

1. La selectividad de un canaliene definida por su localizacion. Para un
mismo canal, dependiendo de su localizacion (coramiisculo, cerebro,
etc.) estara codificado por un gen distinto y variganto estructural como

funcionalmente.

2. Interdependencia entre canalgsara la correcta excitacion membranal se

necesita la actuacion de los distintos canalesagni



3. Heterogeneidad genéticaalgunas funciones pueden estar reguladas por
distintos genes, asi diferentes mutaciones puedemogar el mismo

fenotipo.

4. Heterogeneidad del fenotiponutaciones parecidas pueden causar distintos
fenotipos. Cada zona del canal realiza diferentexiénes (selectividad
iGnica, inactivacion, etc.), por lo que la locatitem de la mutacidn

determinara defecto fisiologico.

Se describen tres mecanismos mediante los quebeaeal mal funcionamiento

del canal:
- Ganancia de funcion.
- Pérdida de funcion.

- Dominio del efecto negativo. Las proteinas quérealteradas determinan el

funcionamiento de las restantes.

2.2. Desordenes arritmogénicos heredados y de landaiccion cardiaca

Enfermedades con el mismo origen genético comoF#8Bilacion Ventricular
Idiopatica (FVI) inducida por estimulacién vagabgfecto de la conduccién cardiaca
(DCC) presentan una expresion fenotipica distintayque tanto el SB como DCC
poseen algunas areas de superposicion, se haldeakmale familias con una mutacién
en SCN5A en las que algunos miembros presentatigerade Brugada y otros de DCC
(Kyndt et al.2001). Ademas en pacientes con SB la principakelifcia entre pacientes
con mutacion en el canal de sodio es la presercatéracion en la conduccion (Smits
et al. 2002; Antzelevitchet al. 2005b). La misma mutacion puede provocar fenotipos
distintos dentro de la misma familia, eso se pueéber a distintos factores
moduladores, el mas importante es el sexo, sieadoptincipales sospechosas las
hormonas sexuales. Algunos estudios apuntan aagiestbsterona ayuda a desarrollar
la expresién clinica de Brugada (Beniat al. 2008b), otros concluyen que la
testosterona puede modular factores electrocadfiogs (Prioriet al. 2002; Moricet
al. 2003; Herfskt al. 2003).

Desordenes arritmogénicos como el SB o el SQTL®asideran enfermedades

eléctricas cardiacas, lo cual implica que no hagguma alteracion del corazén tanto a



nivel funcional como estructural (Antzelevitobt al. 2005a; Antzelevitch 2006;
Rodriguez-Calveet al.2008).

El sindrome de QTL es un desorden hereditario quecasacteriza por la
predisposicion a desarrollar arritmias ventricudayeprolongacion del intervalo QT en
el ECG. Los estudios génicos de familias con dinie QTL apuntan a mutaciones en
los canales i6nicos cardiacos, principalmente bwles de sodio y potasio. Se han
identificado 12 genes causantes de los distinpos tile QTL (Antzelevitch 2007b). La
mayor parte se heredan de forma autosémica doreinambque se han descrito formas
recesivas como el Jervell y Lang-Nielsen (JNL).eEs#timo se asocia a un fenotipo
severo y a sordera congénita (Bemital.2009) (Tabla 2).

Los mecanismos mediante los cuales se generarritasias son distintos segun
el tipo de QTL (Amirali & Massumi 2007). Los pacies de SQTL3 (SCN5A) suelen
desarrollar los eventos durante el suefio, sin egobam los casos de SQTL1 (KCNQ1)
y SQTL2 (KCNH2) ocurren en situaciones de estisdio emocional (Schwarét al.
1995; Amirali & Massumi 2007) (Figura 7). Aln agislcasos de MS son mas
frecuentes en pacientes con clinica de SQTL3 qudogncasos de SQTL1 y 2
(Rodriguez-Calveet al.2008).

Algunas de las alteraciones en el gen del canabd® cardiaco, SCN5A, que
causan “ganancia de funcion” cursan con SQTL tipaddno la delecion de tres aa,
AKPQ, localizada en el “loop” de unién entre los daos Il y IV, donde se encuentra
el sitio de inactivacion del canal. Esta delecalértres aa provoca un alargamiento de
la duracion del PA debido al bloqueo de la inacida del canal (Keating &
Sanguinetti 2001). La activacion de los canalesanng es normal, pero al bloquearse
la puerta de inactivacion produce una corrientetemada de sodio durante la fase 2 del

PA (fase de plato) lo que conduce a un alargamigaia duracion del potencial.
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Figura 7. Desordenes arritmogénicos y genes causales qddioam para canales i6nicos y sus
subunidades accesorias.

Existen algunas situaciones patolégicas del midcaeth las que se puede
observar un ECG que simula patrén de Brugada. Brabajo realizado por Frustaci et
al se estudid la relacion entre el ECG de Brugdagyresencia de mutaciones en
SCNb5A y la enfermedad estructural del corazon taoist al. 2005). Concluyen que la
disfuncion del canal de sodio cardiaco debida analgnutacién en dicho gen, podria
ser la causante de que el paciente presente untipic® de SB y pueda derivar en una
alteracion estructural del corazon (no observadaianee meétodos no invasivos).
Proponen que el patron ECG con elevacion del sefgn&h no suponga un marcador
especifico del sindrome, pero que una alteraciéctrata o estructural en el ventriculo
derecho pueda tener una posible causa en unac#itergénica del SCN5A o bien

originada por una inflamacion o infeccion (Frustetcal. 2005).

Otro grupo describe una familia donde los paciemtiestados presentaban
taquicardias ventriculares o auriculares (no pudo determinado con exactitud)
irregulares, se detectaron mutaciones en el SCK8A0(“nonsense” como “missense”)
y donde el analisis patologico del corazOn mostradéabios caracteristicos de la

miocardiopatia dilatada con alteraciones de la gocidn (Bezzinat al.2003).

Esta por demostrar como influyen los factores anthles, la epigenética, o
defectos génicos en el SCN5A en el desarrollo @eemfiermedad estructural, y como
combinadas o cada una por separado contribuyera eexpresion de un fenotipo

determinado.



2.3. Fisiopatologia de la disfuncion del canal dedio cardiaco

El tejido del miocardio ventricular estd compugsto tres capas, el epicardio, el
endocardio y las células M (capa intermedia), cada con unas caracteristicas

electrofisiolégicas concretas.

El PA cardiaco representa la activacion e inacibrade los canales cardiacos,
Na" y C&" (corrientes de entrada al miocardio) ¥ (€orriente de salida del miocardio).
Segun la region del corazon a la que nos refirash@erfil del PA variara en funcion
del patron de expresion de dichos canales (NerbdiWhend Guo W. 2002). Dicho
patrén rige la correcta propagacion del potencéladcion en el corazén y el ritmo
cardiaco.

Alteraciones en dichos canales modifican la rep@daron cardiaca y pueden
desencadenar en arritmias. Estd demostrado quesulbsnidades; de NgCHs
interactian con el citoesqueleto o la matriz erltdar (Xiao ZC 1999; Kazarinova-
Noyeset al. 2001) y que estan en contacto con proteinas rgaa (Nerbonne & Kass
2005). Por tanto, cualquier alteraciébn de este utioj proteico, tanto a nivel de
expresion como en su funcionalidad, podria desemzadliversas patologias cardiacas.

Existen varias subunidades accesorias de 1QEMNAB1- B4), pero soélo las tres
primeras se expresan en corazon (Nerbonne & Ka&h)2(®Be ha demostrado
recientemente que mutaciones detectadas en loss ggne codifican para las
subunidades accesorias pueden desencadenar prareipscos (Watanabet al.
2008; Hu 20009).

En el ventriculo, en las células de la auricula Yas fibras de Punkinje, la fase
0 del PA (despolarizacion) depende de la activad@ios NgCHs (Fozzard 2002). En
los nédulos sinoauricular y atrioventricular laga@ es mucho mas lenta que en el
ventriculo y auricula con lo que los Jd&s no deben ser importantes para la

despolarizacidon en éstas células.

En la fase 1 del PA se produce la inactivacionodeNaCHs y la activacion de

los canales de corriente transitoria rapida d¢l).

El desequilibrio de las corrientes de entrada @dhvorece el desarrollo de la
muesca caracteristica y la pérdida del lomo dehi®ddliados por un incremento de las

corrientes de salida,l La densidad deylen el epicardio es mayor que en el endocardio,



lo cual da lugar a un gradiente transmural de jltgue produce la elevacién
caracteristica del segmento ST (Yang GX 1999). édeduilibrio de las corrientes
ionicas al final de la fase 1 explica la aparict arritmias ventriculares en el SB,

provocadas por un mecanismo de reentrada en f@sno et al.2009).

Los NgCHs se activan e inactivan rapidamente durante la fdse
despolarizacién cardiaca. La despolarizacion de breema activa los canales Q#po
L, entra C&" masivamente al miocardio durante la fase 2 (fasepitd). Una
disminucion al final de la fase 1 en las corrieritgs (producida por mutaciones en
CACNAl1lc o CACNB2b) o un aumento de las corrientessdlida de potasio Ito
(producido por una mutacién en KCNE3) también ex¢pla el ECG tipico de SB. Una
vez se van desactivando los,@aedomina el efecto de las corrientes rectificasate

salida de K, resultando en la fase 3 del PA de repolarizacasdiaca (Figura 8).

Figura 8. Potencial de accion
transmembrana y corrientes
ibnicas que participan en
cada una de sus fases. El area
sombreada corresponde a la
fase 1, determinada
principalmente por el balance
de corrientes de entrada
(positivas) de Na Y lca Y las
corrientes positivas de salida
de k.. Cuando hay predominio
de las corrientes de salida
respecto a las de entrada la
célula experimenta cierto
grado de repolarizacion, lo
cual produce una muesca
caracteristica en el potencial
de accion (linea discontinua)
(Benito et al. 2009)

*
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El conocimiento de la base fisiopatoldgica del SBliea el efecto de ciertos
moduladores como el aumento de la expresion detifendurante el aumento del tono
vagal (la acetilcolina inhibe lagg sin embargo los betamiméticos las aumentan (8enit
et al. 2009)), incluso esclarece el por qué de la difgeede la expresion fenotipica
entre géneros incluso teniendo un patron de hereagtosomica dominante (los
varones podrian tener constitutivamente maygrque las mujeres) (Litovsky &
Antzelevitch 1990; Di Diego JMt al. 2002; Benitcet al. 2008Db).



3. SINDROME DE BRUGADA

3.1. Diagndstico

El primer articulo donde se describio el SB comevauentidad clinica fue en
1992 donde se explicaban los casos de ocho paxieote caracteristicas clinicas
similares (Brugada & Brugada 1992). Esta publicagdscitdé gran interés debido a su
asociacion con un elevado riesgo de MS.

Este sindrome se caracteriza por una elevacionsedgimento ST en las
derivaciones precordiales derechas (V1-V3) del BEC@sta asociado a la MS en
pacientes sin cardiopatia estructural evidented#ta & Brugada 1992). Tiene una
base genética estando ligado a mutaciones en al darNa del corazén (SCN5A) y

otros genes recientemente relacionados que se onancnas adelante.

El SB es la causa de un 4-12% de todas las MStg as20% de las MS que
acontecen en corazén normal (Antzeleviteh al. 2005a). Los pacientes de SB
permanecen en su mayoria asintomaticos, aunque éesbrito que un 17-42% de ellos
presentan sincope o MS como consecuencia de uttaiarventricular en algun
momento de su vida (Chex al. 1998; Prioriet al. 2002; Brugad&t al. 2002; Brugada
et al. 2003; Eckardet al. 2005). Debido a que el ECG es bastante dinamiabfied
hacer una estimacién precisa de la prevalenciagégtaet al. 2003). Se calcula que la
prevalencia del SB se sitia en torno a 500/1.000zbitantes, aunque posiblemente
esta cifra subestima la prevalencia real, dadomuehos pacientes pueden presentar
formas silentes de la enfermedad. Se ha descrdogtem variabilidad geografica, de
forma que el SB parece ser mucho mas frecuenté rdeste asiatico que en Europa
occidental o Norteamérica (Rodriguez-Caktoal. 2008). En Asia se conoce como el
Sindrome de muerte subita inexplicada (SMSI) (Nadera 1997; Vattat al. 2002).

El patrén electrocardiografico puede ser desenmadogor bloqueantes de los
canales de sodio (Figura 9), estados febriles mtagevagotonicos (Brugadst al.
2000a; Brugadeet al. 2000b; Vattaet al. 2002; Antzelevitch & Brugada 2002,
Antzelevitch 2006; Toshihisa Miyazakia 2008). Esagentes también pueden dar lugar
a formas adquiridas del SB. Se reconocen tres tipgsatrones de repolarizacion, los

cuales pueden ser observados secuencialmentereismmo paciente.
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Figura 9. ECG del caso indice de la familia H568. A. ECGaaipo II-1ll. B. ECG diagnéstico tras
test de provocacion farmacolégico con flecainida

El ECG tipo | (concavo) es diagnostico de Brugadseycaracteriza por una
elevacion del segmento S¥ 2mm seguida de una onda T negativa. El tipo hetie
apariencia de silla de montar, con una elevaei@mm y una onda T o positiva o bien
bifasica. EI ECG tipo Il tiene apariencia céncavae silla de montar pero con una
elevacion < 1Imm. Los de tipo Il y lll no son diagtiéos de SB, éste soOlo se determina
cuando el paciente presenta ECG tipo | en mas dedenivacion, en presencia o
ausencia de agentes bloqueantes de canales deyspdiito con una o0 mas de estas
caracteristicas clinicas: fibrilacién ventricul&V(, taquicardia ventricular polimorfica
(TVP), algun caso de MS cardiaca en un familiar anate 45 afos, ECG tipo | en
algin miembro de la familia, inducibilidad de TV ncoestimulacion eléctrica
programada (EEP), sincope o respiracion agonictumac (Brugada & Brugada 1992;
Wilde et al. 2002; Antzelevitclet al. 2005a; Antzelevitch 2006).

Se ha comprobado que aproximadamente en el 20¥sdm$os de Brugada se
desarrollan arritmias auriculares (Morita H & Kusdfukshima k 2002; Antzelevitch
2006). Algunos estudios realizados indican que séststan relacionadas con la
bradicardia, con lo que se explicaria la alta ieeaa de la muerte de individuos con el
sindrome durante la noche (Tahal. 2001; Papadatost al. 2002; Mizumakiet al.
2004). Se ha relacionado la elevacion del segm&ito(regulado por el sistema
nervioso autébnomo) con la secrecion glucosa-depatelide insulina, siendo mas
acentuada la elevacion del segmento ST duranter@bdm posprandial, sobretodo

después de las cenas (Mizumekial. 2007). La mas comun de las arritmias asociada a



estos pacientes es la TVP (Tester & Ackerman 2Qf8¥cida a la arritmia de “Puntas
torcidas” (Torsade de Pointes).

El SB ha recibido otros nombres en distintas rezggodel planeta, asi, se
denomina Lai Tai (“muerte durante el suefio”) endralia, Bangungut (“levantarse y
lamentarse en suefio”) descrito por primera vez94i7 &n la literatura médica filipina y
Pokkuri (“fendbmeno de cese brusco e inesperadastride en Japén en 1959 (Sugai
1959; Taret al. 2001; Vatteet al. 2002). Estos nombres hacen referencia a la aparici
de muerte subita durante el suefio, que es una adadacteristicas de esta enfermedad.
Es importante que no se confundan con otros casde®seque también se podria
presentar una elevacion del segmento ST tipicoBleogo ocurre en individuos que
consuman dosis toxicas de algun farmaco: antidodsn farmacos psicotropicos,

intoxicacion por cocaina o alcohol entre otros g&tgvitch 2006).

Existen otras patologias que pueden imitar el pa&@ctrocardiografico de
Brugada, que pueden ser hereditarias (miocardepatieditaria del ventriculo derecho)
o adquiridas (infarto agudo de miocardio, isquenaimbolismo pulmonar) y ECG
similares en corazones normales (hipotermia, dd#miu electrolitico, sindrome de
repolarizacion temprana) pero no dejan de seragtel clinicas bien diferenciadas con
fisiopatologia y prondstico distinto (Yagt al.2009).

El SMSI, sindrome muy prevalente en el sudestdiesjd el SB han resultado
ser tanto fenotipica como genética (ambos ligadositciones en el canal de sodio
cardiaco, SCN5A) y funcionalmente la misma pat@dyfiattaet al. 2002; Antzelevitch
2006).

3.2. Diferencias de género en el Sindrome de BrugadFactores moduladores y

dependencia con la temperatura

Diferencia de género en Sindrome de Brugada

A pesar de ser un sindrome que se transmite dafautosémica dominante, se
expresa con mayor frecuencia en varones, de 8vadds mas (Song ket al. 2001; Di
Diego JMet al. 2002). En la mayoria de series de pacientes copubBcadas hay un
predominio de pacientes varones, pero esto soleanchsos aislados, ya que son
probandos de familias y pueden no ser muestrassepiativas de todos los pacientes

portadores de mutacion. Los estudios que realmeose podrian proporcionar una



informacion mas fiable con respecto a la peneteapaiariabilidad del fenotipo son los
estudios familiares, pero son escasos.

Otro factor a tener en cuenta es la enorme vadalilde la expresion del
fenotipo y la consecuente ausencia de un patroreféeencia para la caracterizacion
clinica. Los pacientes pueden presentar desde @htg@o asociado a MS y sincope,
hasta ECG normal y ausencia de clinica tipica ielreame (Weis&t al. 2002; Francis
& Antzelevitch 2005). Por todo ello es de gran im@ocia tener en cuenta los factores
moduladores que intervienen en la expresion denfarmedad (Di Diego JMet al.
2002; Beaufort-Krokt al. 2005; Niuet al. 2006).

Explicacion celular de la diferencia de género

La mayor prevalencia en varones con respecto aresuge explica por la mayor
influencia de ¢ en el potencial de accion del ventriculo derec¥iD)(en hombres
frente a mujeres (Di Diego Jit al. 2002). La interferencia superior de provoca la
terminacién de la fase 1 del PA y la pérdida denkseta del PA provocando una
reentrada en fase 2 y el desarrollo de TVP. Esiitapte a la hora de la expresion del
patron tipico de SB el balance entre las corrieitteisas (Benitcet al. 2009), tanto el
aumento de las corrientes de salida como la disi@inude las corrientes de sodio y
calcio son factores que contribuyen a la expredédicho patrén.

La elevacion del segmento ST ocurre como conse@deda acentuacion de la
muesca del PA, que viene precedida de la pérdidacdeta del PA en el VD, dondg |
tiene mayor influencia. La pérdida de la mesetgpdédncial provoca una dispersion de
la repolarizacién tanto transmural como en el edioalLa dispersion transmural seria
responsable de la elevacion del segmento ST, rageqtre la dispersion en el epicardio
favorece una posible reentrada en fase 2 y el lgoddsarrollo de TV/FV (fibrilacidon
ventricular) (Antzelevitch 2005). Sabemos por tad® la importancia deglen las
diferencias ligadas al sexo, pero podria dependeotibs muchos factores, como el
namero de canales expresados o de proteinas regadad

lo depende principalmente de la actividad del caRab.KSe ha demostrado en
ratas que la expresion de dicho canal esta inhikidaal de la gestacion de manera

secundaria a un aumento en la concentracion diggestrs (Song Mt al.2001).



Laisquemia

La isquemia o el infarto agudo de miocardio prowoema elevacion del
segmento ST similar a la producida en el SB. Lavacibn de la corriente de potasio
ATP-dependiente {latp), que se activa cuando disminuye la concentrad®rATP,
sugiere que los pacientes con formas congénitassiblpmente adquiridas de SB
pueden tener un riesgo mas elevado de MS cardfiaaa eontexto de isquemia (Noda
T & Shimizu W 2002).

La hipopotasemia

La hipopotasemia se cree que puede inducir FV.aEmdion del nordeste de
Tailandia donde el déficit de potasio es endémieoha relacionado por la alta
prevalencia de SMSI (Nimannnit S & Malasit P 19919 hipopotasemia es un factor
predisponente a la aparicion de arritmias venti@d sobretodo cuando se asocia a una
repolarizacién anormal (Antzelevitat al. 2005a). La hipopotasemia podria empeorar
la dispersién de la repolarizacién en los pacieqtes padecen SB o SMSI y provocar
una FV continuada. Se ha demostrado que la comogmrde potasio sérica disminuye
por la noche debido a que normalmente se producespiazamiento de potasio sérico
hacia el compartimento muscular (AndreseR.al. 1957; Antzelevitch 2005). Todos
estos factores indican que una concentracion leafeothsio podria ser una de las claves

de la FV durante la noche en estos pacientes.

Estados febriles y temperatura corporal

Se ha demostrado tras el estudio de varios caso$aglenfermedades febriles
pueden desenmascarar el SB y desencadenar uniepigoBV (Morita Het al. 2002;
Porres JMet al. 2002; Antzelevitch & Brugada 2002; Kum L&Eal. 2002; Saura 2t
al. 2002). Tras el descubrimiento de la mutacion TM2Que produce la inactivacion
acelerada del canal de sodio a la temperaturaldiggca pero no a la temperatura
ambiental (Dumainet al. 1999), se destaca con especial importancia laidelale la
temperatura corporal y los climas de temperatuesédos con la desactivacion de los
canales idnicos y su actuacion como factor moduldelopropdsito de este trabajo fue
caracterizar los factores determinantes genétigoslgculares en la relacion SB-fiebre.
Se genotipd el gen SCN5A de cuatro pacientes gbiamaresentado el ECG tipico de
Brugada durante episodios febriles y se encontrdosnmutaciones, en este estudio a



parte de demostrar la influencia de la temperagalae determinadas mutaciones y su
condicion heterdloga, queda plasmada la predomimadel efecto negativo (las
proteinas que estan alteradas determinan el fuemi@mto de las restantes) de

mutaciones sobre canales salvajes.

Variacién circadiana

La FV yla MS en el SB se producen en reposo yrdera noche (Matsuet al.
1999). El aumento de la incidencia de FV en estérgime es similar en el SQTL tipo

3, ambos debidos a mutaciones en el canal de saditaco.

Se desconoce si existe alguna relacion entre @bsyéa expresion de SCN5A.
Podria ser importante la variacion circadiana dglilbrio simpatovagal, algunas
hormonas y factores metabolicos. Yamaki et al. ri@=t el caso de un paciente con SB
al que miden a lo largo del dia la concentraciormiomal de testosterona y el ECG,
coincidiendo durante la noche (2 a.m.), la mayarceatracion sérica de la hormona
sexual y el aumento de la elevaciéon del segmentp &ichura de la onda P (Yamaii
al. 2009). La insulina, por otro lado, desenmascar&lémwacion del segmento ST
(Nogamiet al. 2003; Nishizakiet al. 2003), este efecto puede contribuir a la variacion
circadiana (Matsuet al. 1999). La insulina aumenta la corriente de satdaiante la

activacion de la bomba NK™ y estimula ¢,

En un trabajo mas reciente se menciona la inflaedeilas estaciones y el ritmo
circadiano en la presentacion de FV en pacientasS&) siendo mas significativa la
presentacion de episodios de FV durante los mesedlaizo a Junio y durante la
madrugada (desde medianoche hasta las 6 de la a)diiakigaweet al.2008).

Sistema nervioso autbnomo

Se ha establecido bien la relacion del sistemaosnautonomo en las arritmias
ventriculares (Podriet al. 1990). El aumento del tono vagal podria ser aégg@mo en
los pacientes con SB. Ademas, por la noche, duglnseefio, cuando habitualmente
hay un aumento del tono vagal se incrementan ledas de acetilcolina y se facilita la
pérdida de la cupula del PA, acentuandose la atavatel segmento ST (Litovsky &
Antzelevitch 1990). Aunque en cuanto al sistemapatmvagal existen resultados
contradictorios respecto a si aumenta o disminuyarde la noche (Kasanukt al.
1997, Krittayaphongpt al. 2003), lo que si esta claro es que afecta suikdaiken los



pacientes con SB. El grupo de Kostopolou et al.engontr6 diferencias en la
variabilidad de la frecuencia cardiaca en 20 paesenon SB entre el dia y la noche,
aungue si encontraron desequilibrio simpatoadremalarios de los individuos, siendo
mas propensos los individuos con SB a sufrir siesoasovagales (Kostopouletial.
2010).

3.3. Herramientas diagndsticas

Los pacientes con SB demostrado pueden tener EQ@ales en otras
ocasiones, ademas puede no expresarse completaenemba familia. Sin embargo en
pacientes asintomaticos se describe la aparicibreldetocardiograma tipico tras la
administracion de determinados farmacos (Akhtar &Ild&chlager 2006) como

antiarritmicos de clase 1Ay 1C, flecainida, proaanida, ajmalina, etc.

Los datos actuales apuntan a que la ajmalina érrelaco mas eficaz en el
diagnéstico de SB. Estudios de pacientes con SBrugtacion identificada en el gen
SCN5A demuestran que la ajmalina posee una sadaibitiel 80% y una especificidad
del 94,4% (Honget al. 2004b) frente a los valores obtenidos en otrodéstpara la
flecainida, 77% y 80% respectivamente (Mereggllal. 2006). Los estudios realizados
de “patch clamp” muestran que la flecainida aded®@dloquear el canal de sodio,
reduce en mayor medida las corrientgdd que explica su menor efectividad respecto
a la ajmalina (Wolperet al.2005).

La funcion del sistema nervioso autdbnomo es muyontapte, el bloqueo
a-adrenérgico reduce la elevacion del ST, mienttes|g estimulacion tiene el efecto
contrario (Toshihisa Miyazakia 2008). Por otro laga pacientes afectos de SB la
isoprenalina normaliza el patrén electrocardiogafide brugada y previene los
episodios de FV durante la EEF (Tanakal.2001; Shimizu & Kamakura 2001).

Recientemente se ha relacionado este patrén adlmuion el consumo de
determinados farmacos como antidepresivos, alcatolgas, litio, que podria ser
debido a la susceptibilidad de determinados pazsers sufrir anormalidades
electrocardiogréficas como resultado de una digbmntatente del canal (Yapt al.
2009).



3.4. Prondstico de los pacientes de Sindrome de Bada y tratamiento

Es muy importante la identificacion, tratamient@stratificacion del riesgo en
estos pacientes. Segun la bibliografia existersefdamacos antiarritmicos no son un
tratamiento eficaz, en la actualidad la Unica ap@ara la prevencion de eventos en
estos pacientes parece ser la implantacion de sfibdiedor automatico implantable
(DAI) (Khan et al.2009).

La quinidina, un alcaloide natural consideradoaritmico de clase |, ayuda a
aumentar el periodo refractario después de laadpation en el PA y funciona como
blogueante-no especifico de la.. | Al bloguear las corrientes de salida, y
especificamentg,) que es activo durante la fase inicial del pondé accién, podria
restablecer el equilibrio entre las corrientes mteagla (reducida en pacientes con SB) y
de salida y esta propuesto como terapia gen-eg@epdra el SB (Yang GX 1999). Los
datos clinicos disponibles demuestran que la qmaidgreviene la inducibilidad
arritmica en las pruebas de EEP y sugiere su eftmti como prevencién de la

aparicion espontanea de arritmias (Belhasseh. 2004).

4. GENETICA MOLECULAR EN EL SINDROME DE BRUGADA

4.1. Papel de la genética en la préactica clinica

Desde que se describid el SB se ha estado bustamgmsibles causas de la
expresion de la enfermedad, en gran medida debijge @&sta patologia se cobra la vida
de personas jovenes. El SB tiene un factor quet@da dificultad diagnostica, la gran
heterogeneidad clinica, la variacion del patrénctedeardiografico en un mismo
paciente. En este punto el genotipado de los pasigruede ayudar a los cardiélogos a
determinar el diagnéstico clinico en los casostéimgi ayudara a la estratificacion del

riesgo (Kapeaet al.2009).

En el caso de las cardiopatias arritmicas hereitaras de un gen puede causar
la enfermedad y son por lo general muy heterogé@&amo en el caso de SQTL en el
qgue se han detectado al menos 12 genes causategjeasOlo tres de estos genes
suponen alrededor del 75% del diagndstico genétida. asi, en cerca del 25% de los
casos de SQTL queda sin esclarecer la causa gertdida enfermedad (Tester &
Ackerman 2009).



El SB tiene un patrén de herencia autosémica dawmtenaEl primer gen
relacionado con el sindrome fue el SCN5A, que amlifa subunidadx del canal de
sodio cardiaco. Se pueden identificar alteraciogeseste gen en un 20% de los
pacientes (Benitet al. 2009). Existen otros genes relacionados que seiorem mas
adelante, descubiertos recientemente, aunque \alpneia todavia es menor que en el
caso del SCN5A.

Para la deteccion de las mutaciones el métodoedeiéh por excelencia es la
secuenciacion directa. Esta técnica presenta vamasnvenientes como el ser un
proceso laborioso y de coste elevado. Con el objetsoslayar dichos inconvenientes y
acelerar el proceso se pueden utilizar diversosodnét de cribado previos a la
secuenciacion, como el SSCP/SSCA (Single Strandfo@uoation Polymorphism/
Single Strand Conformation Analysis), DGGE (Elefuresis en Gel de Gradiente
Desnaturalizante) o el dHPLC (Cromatografia LiquiDasnaturalizante de Alto
Rendimiento). Estos evitarian la secuenciacion vaade las muestras, procesando sélo

las que se identifiquen con algun patron anomalo.

La MS en este sindrome se da en personas jévemds poe el numero de
parientes del que se dispone normalmente es reguiahdo los estudios de ligamiento
complicados. Otro impedimento afadido es la bageetrancia (proporcion de
individuos portadores de una mutacién causante nde patologia determinada que
muestran sintomas de esa patologia) (<30%) deféaneedad (Francis & Antzelevitch
2005).

También se encuentran mutaciones en SCN5A en pesi@on diagnostico
clinico de SQTL3, no obstante éstas producen unang# de funcion, al contrario que
ocurre en el SB. De hecho, al menos se asociaretifesmedades a mutaciones en el
canal de sodio cardiaco que son SB, sindrome QTLBCEZ. Ademas se puede
presentar solapamiento fenotipico, detectandogmeentes con diagndstico clinico de
SB prolongacion del QT, DCC o fibrilacién auricu{&ntzelevitch, 2005a).

La expresividad clinicggrado de influencia del genotipo sobre la expresiel
fenotipo) es variable en el sindrome (Hermataal. 2000; Miyasakaet al. 2001).
Existirian distintos grados de severidad en losotipns, presentando todos los

pacientes la misma mutacion, con lo que hace ghditico mas dificil.

Existen distintos tipos de alteraciones de la sexdaale ADN:



1.

Las mutaciones que pueden alterar el marco deréectmissense”, la alteracion
de la base nucleotidica produce un cambio de amithmd'nonsense”, el cambio
de aa que se produce da lugar a un codon de pagematuro, una

delecion/insercién o una mutacion “frameshift”.

Las mutaciones que pueden alterar el sitio de cogenpalme (“silice site”):
cola de polipirimidina o secuencias de reconocitoieilonador/aceptor.

Polimorfismos o SNP (del inglés “Single NucleotitRolymorphism”). Se

encuentran en la poblacion en un porcentaje eleemdoomparacion con las
alteraciones consideradas como mutacion. A prioriafectan a la proteina.
Aunqgque no debemos descartar el papel moduladopgeeen ejercer sobre las
mutaciones, incrementando o atenuando su efectdaeproteina, incluso

restableciendo el transito como es el caso de im@dismo muy frecuente en

poblacion caucasica en el gen SCN5A, H558Rdtal. 2003).

En el estudio genético se considera mutacién nueaalteracion encontrada no

descrita en la bibliografia siempre que:

1.

La mutacién no esté presente en 200 alelos comérdéh misma etnia que los

pacientes.
La mutacion se segrega con la enfermedad.

Debe variar la conformaciéon de la proteina, ejetrexr variacion funcional o

alterar el transito de la proteina a membrana.
La alteracion afecta a una regién conservada.

Es por tanto interesante el estudio del valor de polimorfismos; efecto

modulador-relaciéon causal o como marcadores, cescan un factor determinante

genético de la enfermedad. Recientemente se hdcaddl un articulo donde se

estudiaron las subunidades acces@ias[3,, encontrando ef; un polimorfismo, IVS3

+2996

(TTA) 8-15 (no descrito en raza caucasicale @uede ser causante del

desarrollo del patrén de SB en varones adultosigwéOgawa R 2010).

Debido a la baja penetrancia, la variabilidad dexiaresion clinica y el reducido

namero de familias numerosas, el estudio del genatel SCN5A en pacientes afectos

de SB

puram

se encuentra todavia lejos de poder ayudarf@sora de dar un diagnostico

ente genético, sin embargo si aporta un gtian &n la practica clinica siendo:



1. Util para apoyar el diagnéstico clinico.
2. Diferenciacion de los casos limites.

3. ldentificacion y prondstico en portadores con migtaes de alto riesgo.

4.2. Canal de sodio cardiaco, gen SCN5A y otros garelacionados

La relacion entre SCN5A y el sindrome de Brug&BJ se establecié en 1998
(Chenet al. 1998). En la actualidad se conocen en total 8 gejue se consideran

responsables del fenotipo clinico de Brugada (Tapla

Se han descrito hasta la fecha seis posibles ima®del gen, la mas larga es la
isoforma a codifica una proteina de 2016 aa,idaforma b correspondiente a una
proteina de 2015 aa que es consecuencia de lxidelete un aa, el primero del exén
18 (Q1077del), las isoformas restantes son masepaguwy presentan delecion de algun

exén en comparacion con la isoforma a (Figura 10).
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Figura 10. Gen SCN5A, representadas 6 de las isoformasestel g

La subunidadx del canal de sodio formadora de poro esta asociatiss tipos
funcionales de subunidades auxiliafesy 3, fueron identificadas en primer lugar. Una
tercera subunidad3s es estructuralmente similar® y la cuarta subunidafl, es
homologa &B3,. Las subunidadefs; y 1 son en un 50% homdlogas en su secuencia
aminoacidica pero muestran distintos patrones geesidn segun el tejido y durante el
desarrollo embrionario y neonatal, lo cual indicee gleben tener papeles funcionales
bien diferenciados (Santaeaal. 1998; Fahmet al. 2001). Tienen un importante papel
en la cinética del canal y funcionan como suburédadoduladoras (Nerbonne & Kass
2005).



La subunidadB; aumenta la intensidad de las corrientes de sodamdmu se
coexpresa en sistemas con la subunigdgduss, 1995 253 /id} e incluso aumenta la
expresion de una variante defectuosa en el traasitembrana. La subunidfglinduce
la cinética del “gating” de activacion y desactiéacdel canal (Morgaret al. 2000).
Bajo determinadas condicion§s puede incrementar la expresion del canal en la
membrana plasmatica, o que beneficia la reteneidma membrana o el transito del

canal a la superficie membranal (Morggral.2000).

En un estudio reciente se demuestra la relacidiogdeanales de calcio tipo L
(Ca), CACNALC y su subunidad accesoria CACNB2 pardiexpun fenotipo mixto
SB y sindrome de QT corto (Antzeleviteh al. 2007). Mutaciones en ambos genes se
relacionan corsB3y SB4respectivamente. Algunos agentes bloqueantessdmlles
de calcio provocan una forma adquirida de SB (Aatatsh et al. 2007).

En 2002 se determind otro locus, también en el csmma 3, aunque se
desconocia el gen responsable (Weissl. 2002). Mas tarde ese locus se identifico
como el gen glicerol 3-fosfato deshidrogenada &-¢jkn, GPD1L, responsable &2
La mutacion A280V en este gen afecta al transitb cdmal a membrana celular
(Londonet al.2007).

Otros genes también relacionados recientementelc88 son las subunidades
B del canal de sodio codificadas por los genes SC($HS) (Watanabeet al. 2008) y
SCN3B GB7) (Hu 2009) y la correspondiente subunidaddel canal de corriente
transitoria de potasio (Ito) codificada por KCNEBE) (Delpon 2008). Por ultimo el
gen HCN4 esta asociado%B8 (Ueda K 2009).



Tabla2. Genes asociados a los distintos tipos de SB, amdic locus del gen y canal ibénico que
codifica

Enfermedad Locus Gen implicado Canal i6nico
SB1 3p21-p23 SCN5A Sodio
SB2 3p22.3 GPD1L Glicerol 3 fosfato deshidrogenkdike
SB3 12p13.3 CACAN1C Calcio-L
SB4 10p12 CACNB2 Sub.3 Calcio-L
SB5 19g13.1 SCNB1 Sub.; Sodio
SB6 11g13-ql14 KCNE3 Transitoria potasio
SB7 11923.3 SCNB3 Sub.3; Sodio
SB8 15q24-925 HCN4 Canal de potasio activado por

nucleétido ciclico 4

Se han estudiado algunas de estas mutacionesayosime expresion, habiendo
mostrado una pérdida de funcién debido a variosamismos (1) fallo en la expresiéon
del canal, (2) cambio de la dependencia voltajegi® de la corriente de activacion,
inactivacion o reactivacion de sodio, (3) entradh chnal de sodio en un estado
intermedio de inactivacién del que se recuperataehte o por Ultimo (4) inactivacion
acelerada del canal. La aceleracion de la inaétimadel canal se ve acentuada a
temperaturas mas altas de la fisiologica, sugioegde los pacientes con SB tienen
mayor riesgo durante estados febriles, como seior@ncon anterioridad (Antzelevitch
2006).

En un estudio reciente se describe en una famikapgesentaba patron ECG de
SB una mutacion queeleccionaba los segmentos 2 y 3 del dominio Bue causaba
una pérdida de funcién. Esto es provocado por nsercion de 4 bp (TGGG) al final

del ex6n 27, que implica la pérdida de 96 bp eatnbos exones (Horgt al.2005).

Segun la zona geogréfica y la raza de los indi\gdiwgetos a estudio, se ha visto
gran variabilidad tanto en estudios de prevaledeida patologia como de prevalencia
de distintas mutaciones en la poblacion (RodrigDalxo et al. 2008). Esto queda
reflejado en un trabajo realizado por Bezzina el@hde demuestran la presencia de un
haplotipo en la zona dgbromotor, caracteristico de la raza asiatica y ausenta®n |

razas blanca y negra, consistente en 6 polimorsgu@ modulan la variabilidad en la



conduccion y que podria ser la causa de la alt@ldncia de la enfermedad en la
poblacién asiatica (Bezzired al.2006).

Se conoce poco sobre el extrei@eerminal, formado por los dltimos 244
aminoacidos, las mutaciones asociadas a esta regianelular pueden jugar un papel
importante en la inactivacion del canal y la editzdiion del estado inactivo (Cormier
et al. 2002). En el extremo C-terminal se han enconttael® variantes en el corte y
empalme del ARN-m resultando en canales truncaduasfyncionales. Estas variantes
se encontraron en mayor proporcion que la isoforméas larga en corazones que habian
sufrido fallo cardiaco. Su descubrimiento puededaya explicar la pérdida de canales
de sodio y puede contribuir al riesgo de padecetmaas en un contexto de fallo
cardiaco (Shangt al.2007).

Debemos tener en cuenta que existen otros mucletsrda a la hora de la
determinacion de la severidad de la influencia é¢erthinados polimorfismos o
mutaciones dependiendo deisaforma del SCN5A de que se trate (Tahal. 2005;
Tan et al. 2006). En un estudio realizado por Makielski e@28e demuestra que las
dos isoformas principales de SCN5A, isoforma aoéora b (que corresponde a la
variante Q1077del) se presentan independientendiehtgexo, edad y etnia, en un 35%
y un 65% respectivamente de la poblacién. Al ses frécuente la isoforma més corta
es un posible indicio de su mayor estabilidad optmente su preferencia en el
momento del “splicing”. Se estudié el polimorfisni#658R, tan frecuente en la
poblacion € 30%) y se observé que en los sistemas HEK293 ®igue se expresan
conjuntamente el polimorfismo y la variante int@miQ1077del la corriente de Na
disminuia considerablemente en comparacion a cuaedexpresa con la variante

introbnica mas larga.

Se han descrito alrededor de 300 mutaciones erarell dde sodio cardiaco
repartidas a lo largo de la proteina (Kapplingeal. 2010). Se puede consultar en una

base de datos disponible en la wetip(//www.fsm.it/cardmok Dos terceras partes de

las mutaciones encontradas en el compendio de Kgpplson de tipo “missense”, la
tercera parte restante incluyen mutaciones del tipameshift” (38 mutaciones),
“nonsense” (32 mutaciones), “splicesite” (21 mutaes), inserciones y deleciones (9

mutaciones).



No se conoce hasta la fecha ningun “cluster” deaoiohes en la proteina,
estando repartidas a lo largo del canal, aunquelefitimo estudio multicéntrico

publicado localiza al 71% de ellas en la regiondmaembrana (Kapplinget al.2010).

El hecho de que no se encuentren mutaciones eamal de sodio no descarta
otras posibilidades como la presencia de algueaaalithn en la region promotora, sitios
de “splicing” alternativo en zonas intrénicas ntudsdas (criptic splicing mutations) o
grandes reordenamientos génicos, ya sean dupliescm delecciones, pero ninguno de

estos casos se incluye en estudios rutinariosete(Antzelevitch 2007a).

4.3. Relacién genotipo-fenotipo

Para realizar un andlisis exhaustivo de la relagénotipo-fenotipo debemos
tener en cuenta todos y cada uno de los factosleggrminan la clinica, y una vez ya

caracterizados, los genes implicados.

En el SB podemos considerar, en cuanto a los &ctarnivel molecular; las
corrientes idnicas, las distintas subunidades naoldués, junto con la expresion y la

modificacion del canal iénico.

Las variaciones en las corrientes ionicas quedéiejagas en el ECG del
paciente, su ritmo cardiaco y posibles alteraciodesla conduccion. La base
fisiopatoldgica que se ha propuesto para explic&Beconsiste en un reequilibrio entre
las corrientes que intervienen en la fase 1 delEesta fase se acentua la muesca del
PA debida a4, que es la que puede inferir en la reentrada se 2ay la posible
generacion de arritmias ventriculares. Por tanme, neduccion de las corrientes idnicas
despolarizantesyd e ka-, 0 bien un incremento en la corriente idnica g@larizacion

precoz, &, puede dar lugar a la expresion del fenotipo dipie SB.

En la tabla 3 se detallan las corrientes que ieen en las fases de

despolarizacion rapida y meseta del PA cardiatms genes correspondientes.



Tabla 3.Corrientes idnicas intervinientes en el PA cardiac

Corriente Gen Cromosoma

INa SCN5A 3p21
Subunidad B1(SCN1B) 19p13,1-q13.2
Subunidad B2(SCN2B) 11p23
Subunidad B3(SCN3B) 11923.3
Subunidad B4(SCN4B) 11923.3

lcal CACNL1A1 12pter-pl13.2
Subunidad B1(CACNB1) 17921-q22
Subunidad B2(CACNB2) 10912
Subunidad a2B(CACNA2D1) 7q21-22

lo Kv4.3(KCND3) 1p13.2
Subunidad kChip2(KCNIP2) 10924

En principio una mutacién en cualquiera de los gatescritos en la tabla podria
ser causa en mayor o menor medida del fenotipdde S

Todos los canales iGnicos se caracterizan estalgtante por una subunidad
formadora de porog, y una o varias subunidades accesoffasEstas ayudan a la
modulacion del canal e intervienen activamente ercisética. La presencia de las
subunidades moduladoras puede ser necesaria panégaek, movimiento y expresion
del canal en membrana (Rodetral. 2002).

La expresion del canal de sodio cardiaco (hH1)aemémbrana viene dirigida
por diversas proteinas intracelulares (Zimmeeal. 2002) (Figura 11). Cabria esperar
gue mutaciones en estas proteinas, como el doRDibde la sintropina, afectasen a la
hora de dirigir el canal a zonas especificas de bnama.

Es posible la modificacion del canal mediante exteiones proteina-proteina.
Un estudio, realizado por el grupo dan et al.,,demostré que tras la union a
calmodulina (CaM) variaron las propiedades de fapueerta del canal (Taet al.2002)
incrementandose la inactivacién lenta, demostrandgms tanto la dependencia del

canal de sodio a la concentracion dé'@Qaracelular.



Figura 11. Interacciones proteina-proteina involucradas errdgulacion de la expresion,
distribucién y funcionamiento de los canales iésicardiacos. Las subunidadesy 5 de
los canales Nainteractian con el citoesqueleto de actina a tsagtél complejo sintropina-
distrofina y la ankirina B y con la matriz extragkdr a través del complejo sarcoglicano.
Las interacciones del canal,Ksubunidadesr y ) con el citoesqueleto de actina estan
mediadas por proteinas de union a actina (filamip#a a-actina a través del dominio PDZ
(Nerbonne & Kass 2005).

También puede afectar a la expresion y al procesapdrtura y cierre del canal
modificaciones que se lleven a cabo mientras éstensuentre en el RE, como la

des/glicosilacion y la des/fosforiliacion (Zhaetal.1999).

La aplicacion de técnicas de andlisis de alta wegmh del genoma puede ayudar
a la deteccion de fenotipos mas esporadicos, cosmobtenidos de reordenamientos
génicos resultantes de una variacion de novo edrakro de copias (Kumar 2008). El
tamafo de los fragmentos de DNA que pueden sercdetados o duplicados
resultando en la expresion de una determinadarseflerd varia desde un Unico exdén
(unos cientos de bases o incluso menos) hasta soonas enteros (Sellner & Taylor
2004).

Pequefias inserciones o deleciones son facilmemeetdeles mediante PCR y
secuenciacion directa; en el caso de grandes detxi(del orden de megabases
(Mb=1(")) se identifican mediante técnicas citogenéticBkSH (Hibridaciéon por
Fluorescencian situ)), sin embargo las inserciones y deleciones dafianmedio (de

un gen o parte del mismo) pasan desapercibidagmbas técnicas. Muchas de los



casos en los que el paciente presentaba clinicanmese dilucidaba la causa genética
pueden ser debidos precisamente a esta dificub@ithér & Taylor 2004). El MLPA es
un nuevo método descrito en 2002 por J. Schouten pprmite la busqueda de

deleciones o duplicaciones.

En cuanto a los parametros clinicos que puederrndiet® un fenotipo mas
severo podemos mencionar los sintomas de pres@mtaeidad a la que se suele
presentar el primer sintoma, la morfologia del E@CGel test de provocacion

farmacoldgica con bloqueantes especificos del canal

Todos estos factores pueden ser contribuyentegsarillo de la clinica de
Brugada, dependiendo de en qué modo se vea afeetadmal el paciente expresara

fenotipos mas severos o con mayor riesgo.



Hipotesis Y Objetivos






En el presente trabajo nos planteamos las sigsibifétesis

El estudio por secuenciacién directa del gen deklcalel sodio (SCN5A)
permitira conocer la causa de la enfermedad enowreptaje importante de pacientes

en nuestra poblacion (estimado en un 20%).

Es posible que grandes reordenamientos en el dexani@ de sodio sean causa
del sindrome. Por medio de la técnica MLPA seraibpmsdetectar alteraciones

genéticas en pacientes con estudio por secuentidel GCN5A normal.

Determinados cambios en la secuencia de aminoasel@socian a un perfil

fenotipico y prondstico especificos.

El dHPLC es una técnica de cribado util con unaibdilad y especificidad
adecuadas comparada con la secuenciacion diret¢tayete SCNS5A. EI dHPLC

permitiria reducir significativamente los costesl yiempo del estudio.
Objetivos

1. Estudiar la prevalencia de las alteraciones geasta el canal de SCN5A en

una poblacién con diagnostico clinico de Sindroatedm de Brugada.
a. Secuenciacion directa del gen SCN5A.
b. Estudio reordenamientos con técnica MLPA.

2. Estudiar la relacién entre el genotipo y fenotigdak mutaciones encontradas
en el gen SCN5A.

3. Comparar el valor de una técnica de cribado (dHPtd®) la secuenciacion

directa en el estudio del gen SCN5A.






Material Y Métodos






1. PACIENTES Y CONTROLES SANOS

La mayor parte de los pacientes incluidos en eat®jo vinieron referidos de
una consulta familiar de cardiopatias hereditarthsgida por el Dr. Juan Ramén
Gimeno y en el que participan varios cardiologdsHiespital Universitario Virgen de
la Arrixaca. Constituida desde 2002 ejerce parpréavencion de la muerte subita y
tratamiento de cardiopatias de origen congéniteciBiete probandos vinieron referidos
del Hospital General de Alicante y un paciente @eimplejo Universitario de la

Corufia, todos ellos incluidos bajo los mismos gageclinicos.

Para el reclutamiento de los pacientes de SB $ieded diagnodstico segun los
criterios recogidos en el consenso de expertosadel 2002, que establecid las
caracteristicas electrocardiograficas basales y l®a pruebas de provocacion con
farmacos (Wildeet al.2002). Se ofrecio la posibilidad de estudio clhntcompleto a los

familiares de primer grado de los afectados, canmedia de 5 sujetos por probando.

Se llevé a cabo la recogida de datos clinicos destdos probandos y la
realizacion de una serie de pruebas diagnosticas;, Ecocardiograma, Holter, prueba
de provocacion farmacoldgica, estudio electrofgialo en casos seleccionados segun

criterio clinico y una extraccion de sangre.

Una vez completo el arbol genealdgico se contaotdtados los familiares de
primer grado de los probandos, y se realiz6 lahéestlinica y las pruebas diagnosticas

tipificadas.

Dado que los pacientes con SB presentan de formactedstica cambios
dinamicos en el ECG, pudiendo aparecer en algun entumpatrones totalmente
normales de repolarizacion, se recomienda la adtracion de farmacos antiarritmicos
de clase | para desenmascarar el ECG caracteriBticdo que si el paciente presentaba

ECG del tipo Il y 1ll, se recomendo el test farmlagico (Wildeet al.2002).

Los test farmacoldgicos se han realizado utilizaftelcainida (2 mg/kg, max.
150 mg en 10 minutos) y procainamida (10 mg/kg; m@dmin). La procainamida es el
farmaco con menor sensibilidad para desenmasdae£@, pero es el mas seguro de

los dos farmacos.



Los pacientes y familiares recibieron informaci@atlada de su patologia. Para
la participacién en el estudio genético se requkxidirma en un consentimiento

informado (Anexo 1).

Se incluyeron en el estudio una serie de 100 p@d@ontrol (de raza caucasica,
33% varones) reclutados en nuestro laboratoricaisiacedentes de muerte subita en la

familia, para valorar las nuevas variantes gérecasntradas.

En el Anexo Il se muestra un algoritmo de la indinsde los pacientes y el

procesamiento general de las muestras.

2. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Se extrajo el ADN (4cido desoxirribonucleico) gemdmmde todos los casos
indices mediante el sistema automatico de Promégmxwell 16 Blood DNA
Purification Kit. Figura 12) a partir de 40D de sangre periférica, extraida en tubo con
anticoagulante EDTA. La técnica se basa en la edmade unas particulas
paramagnéticas que funcionan como una fase sol@d oue optimiza la captacion,
lavado y elucion de la muestra. En el Anexo llinsgestra el flujo de trabajo que se
realiza con las muestras desde la extraccidn dgresahasta la prediccion de

patogenicidad de una variante nueva.

Para realizar la extraccion de ADN se centrifugdosntubos 5'a 3500 rpm y se
extrajo la capa de leucocitos (capa blanca) paraeguir mayor concentracion y pureza
del material génico extraido. Las muestras de ABMNevaron a una concentracion de
20 ng{iL y el resto se congel6 a -20°C incluyéndose eADalteca de la Unidad de

Cardiopatias Hereditarias.



Standard Elution Volume (SEV)
Euton V4 d
\

Figural2. A. Maxwell 16 System. B. Guia de utilizacionMakwell 16. C Esquema
detalle de la extraccion de ADN.

C

Con menor frecuencia se utilizo el kit de extrasai® Roche “High Pure PCR
Template Preparation Kit” (Ref.11796828001). El kiarte de 200L de sangre
periférica y se le afadi6 2QQ de tampon de lisis y 40L de proteinasa K
reconstituida; se mezclé e incubé 10" a 70° C. Atingacion se afiadié 1QQ de
isopropanol y mezclamos bien. Metimos la columnaiereppendorf y depositamos la
muestra en el centro del filtro. Centrifugamos Q0@ x g. Se descartd el eluido vy el
tubo colector. Pusimos la columna en un nuevo afpéry se le afiadidé 5Q00L de

tampdn de inhibicidn. Centrifugamos otro minutadd@@x g.

Se midi6 la concentracion y pureza del ADN mediaespectrofotometria
utilizando el equipo de Thermo Scientific, Nanodddl®0 (Figural3). Las medidas se
realizaron a una absorbancia (A) de 260 nm, a &@ahpsorben los acidos nucleicos,
para la concentracion y la obtenida de la relaeidine Aso/Azs0 NM para determinar la

calidad del ADN extraido, considerandose un ratioeel,5-1,8 como aceptable.
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Figura 13. A. Curva de absorbancia de una muestra de ADNNahodrop1000
(Termo).

3. AMPLIFICACION Y PURIFICACION DE ADN GENOMICO

Se amplificaron cada uno de los 28 exones del @g&N53 (NM_198056.2,
OMIM *600163) mediante la técnica de Reaccion eddgba de la Polimerasa (PCR).
Los cebadores utilizados se obtuvieron de la patiin de Syrris P. et al de 2001, y
algunos de ellos se modificaron (marcados en la talwon “*”) para la optimizacion
de la PCR utilizando el software disponible en laebw “Primer3plus”

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plusiprer3plus.cgi (Syrris et al. 2001).

Se utilizé como secuencia de referencia la isofama mas larga del gen SCN5A.

Los cebadores utilizados para las amplificacionesen detallados en la tabla 4,
la temperatura de melting media (T2 m) recomengadae! fabricante y el tamafio de

los amplicones resultantes.

Se agruparon todos cebadores en 3 temperaturabraiation (60 °C, 63 °C y
65 °C) para agilizar el proceso. Se realizaron lasiecon programas de PCR
“touchdown” y multiplex, aunque finalmente no selizdron estos programas de
amplificacion en la optimizacion del proceso al augr un mayor nuamero de
agrupaciones de cebadores. Se utilizaron los medkddermociclador: 2720 Thermal
Cycler de Applied Biosystems, GeneAmp PCR Syste®09% modelo Veriti de la

misma casa.



El kit enzimatico escogido para las amplificacioriee Amplitag Gold with
GeneAmp de Applied Biosystems y mas tarde se es@bdiit de Promega Go Taqg Hot
Start polymerase con el que se obtuvo mejor remditoi La enzima de Promega
necesita un tiempo de activacibn menor que otraksl€ue estan disponibles en el
mercado, ademas reduce la formacion de productspécificos y la formacion de
dimeros de cebadores.

Las reacciones de amplificacion se realizaron emnalmmen final de 2%lL, 5
umoles de cada dNTP (desoxinucledtido trifosfatoPAGTP, CTP, TTP), 5Qmoles
CloMg, 1Qumoles de cada cebador (sentido y antisentido),5012Taq, 50ng ADN
(Tabla 5). Primeramente se realiz6 una fase ddivaeidn de la polimerasa a 94 °C
durante 2°, seguido de un programa de 35-40 cgplesncluye tres temperaturas: 94 °C
1" (desnaturalizacion de hebra molde), 60 °C-6gr*Gnillamiento varia en funcion del
cebador) 45”7, 72 °C 1" (tiempo de extension);(tmo una fase de extension final 72
°C 10" y 4 °C indefinidamente.



Tabla 4 Cebadores utilizados para las amplificacionesdd@hibridacion recomendada (T2m) y tamafio del azapli

Exén T2m Cebador Tamafio amplicon (bp)
F 5-GGTCTGCCCACCCTGCTCTCT-3"

*
2 65 R 5-CCTCTTCCCCCTCTGCTCCAT-3 463
3 61 F 5"-AGTCCAAGGGCTCTGAGCCAA-3’ 298
R 5-GGTACTCAGCAGGTATTAACTGCAA-3
4 65 F 5-GGTAGCACTGGCCTGGCAGTGAT-3" 292
R 5-CCTGGACACAAGCCCCCTT-3’

5 59 F 5-TCAGGCCTCCCTAAGAAACC-3’ 203
R 5-GGCATAGCACAGCATAGCAA-3

6 60 F5-CCTTTCCTCCTCTGACTGTGTG-3" 287
R 5-GGTATTCTGGTGACAGGCACATT(-3"

7% 60 F5-CGTGCTTGTTCTTGCCTTC-3’ 281
R 5-CCAGCTGCAGAGCAAGTTC(-3’

g* 59 F 5"-AGGGGCAGAGAAGAAGGAAG-3’ 248
R 5-CAGTTGAGAAAACACCAGGAGA-3’

9 65 F 5"-GGGAGACAAGTCCAGCCCAGCAA-3’ 262
R 5- AGCCACACTTGCTGTCCCTTC-3"

10* 59 F 5'}-GAACCCCTGGCACAACTAGA-1}3' 386
R 5-CCACAGGCACCAGCTTTAAC3

11* 60 F 5'}-TGATAGGGAAAACCAAGTCAC’TG-S' 360
R 5-TGCTAGGCCCCTGTACAGT(-3

10% 60 F 5-CACATGTCATGGTCGTGTCC-3 464
R 5-GGTCTGGTCTCCCAAACTGH3’

13+ 60 F 5"-AGGTCCAGCAGGACAGGAG-3’ 280
R 5-TCTTTATCCCAGCCTGACC(-3’

14% 61 F 5'}-GGAAGGTATTCCAGTTACATATGA-B: 387
R 5-GCAGCTGG(ACAGCCTTCATGGGT-3

15 61 F 5 -CTTTCCATCCCAAACAATTCCT-3 247
R 5-ACTGCATGGGGGATGGTGGGG-3"

16* 61 F 5 -GTCCCCTCCTCTTCCTCCTT-3 434

R 5-ATCTACCCAGCTACCCACCG3
17 65 F 5-GGGACTGGATGGCTTGGCATGGT-3’ 544
R 5-CATGTATAAGGCACCTACATATACAG-3’

F 5"-CATGGGCAGGGTCTGAAAC-3’

18* 58 . , 282
R 5-CTGGCTTCAGGGACAAAGC-3
19 65 F 5"-GAGGCCAAAGGCTGCTACTCAG-3’ 245
R 5-CCTGTCCCCTCTGGGTGGAAC-3’
20 63 F 5"-ACAGGCCCTGAGGTGGGCCTGA-3" 288
R 5-TGAACCTGACTTTCCAGCTGGAGA3’
21 65 F 5'}-TCCAGGCTTCATGTCCACCTTG:I'CT-B' 270
R 5-TCTCCCGCACCGGCAATGGG-3
22 65 F 5-AGTGGGGAGCTGTTCCCATCCT-3’ 216
R 5-GGACCGCCTTCCCACTC+-3
23% 60 F 5 -GGTCTTGAAAAGGGCATGTG-3" 386
R 5-CCATTGGAGGAAGGAAGTC-3
24 61 F 5'}-CTCAAGCGAGGTACAGAATTAAATG’A-3' 202
R 5-ATCAGTGTCTGCATCTGAAAGCC(-3
25 61 F 5 -GCCTGTCTGATCTCCCTGTG-3" 279
R 5-CAACAGGGAAGGTGAGATGG-3’
26 65 F 5-CCATGCTGGGGCCTCTGAGAAC-3’ 248
R 5-CACATGGCCAGCCATCAGAGC-3’
27 61 F 5-CCCTGCTGAGCACTTTCCATTTG-3 338
R 5-TACAAGTCAGCTGGACGGAGAAGE3’
28.1 61 F 5'}-ACCAGTAGCCACAGTCTCTGTTG{’%' 335
R 5-CCAACAGCATGCTGTGCCTCTT(-3
28.2 65 F 5"-AAGTGGGAGGCTGGCATCGAC-3’ 302
R 5-GCCTGGCCACGGAGGAGAGCAR3
28.3 65 F 5-GAGCCCAGCCGTGGGCATCCT-3" 310
R 5-CTGCCCATGGTGAGTGGGGA-3’
28.4 61 F 5'-CCAACCAGATAAGCCTCATCAACA-3’ 309

R 5-TCCTCTTCCGTCAGCAGGCG-3’
F 5-TGCTGCAACGCTCTTTGAAGCAT-3’

285 60 R 5'-AGGACACACTGAAAAGCAGCCTTT-3" 347

* Cebadores disefiados con el software primer3 plus.



Tabla 5.Reaccién en cadena de la polimerasa

PCR V (L)
H-0 10,375
Buffer (10X) 5,0
Cl,Mg (25mM) 2,5
dNTP s (2mM) 2,5
Primer F + R (10mM) 1+1
Taq (0.5UpL) 0,125
DNA (20ng/iL) 2,5
Vol. Total 25

Se verificod la correcta amplificacién de los fragros mediante la técnica de
electroforesis en un gel de agarosa al 2% con tanfBE 1X (Tris 89mM - &cido
borico 89 mM — EDTA (2mM) a pH 8,4 de Bio-Rad (18270)) utilizando para el
revelado GelRed (0L GelRed/1uL gel) (GelRed Nucleic Acid Gel Satin, 10000X in
Water. Catalog number: 41003. Biotium), una soluaé tincion fluorescente de acido
nucleico que sustituye al bromuro de etidio, mwyid®, utilizado habitualmente en los
laboratorios de biologia molecular para la tincidel ADN de doble cadena. Se
cargaron aproximadamentquB de producto amplificado junto conyl de tampén de
carga (0,25% (W/V) azul de bromofenol, 0,25% (W& nol xileno, 30% (V/V) de
glicerol en agua). El tamafio de las muestras seaanton un marcador de tamafo de
peso molecular ()GEM DNA Markers de Promega). Skzditpara el revelado el
trasiluminador Alpha Innotech y la camara Power@(@t0 AiAF de Canon.

A continuacion se purificaron los amplicones metliain método enzimatico,
con el kit Exosap-It (usb. Affimetrix. Figura 14kste kit incluye dos enzimas, la
exonucleasa |, que elimina las cadenas simples DN Aesiduales que se puedan
formar en la PCR o restos de cebadores y una &ssfaticalina que elimina los restos
de dNTP’s. Se mezclanp del producto de reaccion de PCR copl2de Exosap-It,

se incuba 15" a 37 °C y seguidamente 15" a 801 Cspianactivacion.
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Figurald. Reaccion enzimatica para la purificacion del
producto de PCR

4. CRIBADO DE MUESTRAS MEDIANTE DHPLC

La técnica escogida para el cribado de las muefsteds Cromatografia Liquida
Desnaturalizante de alto rendimiento (dHPLC). S#izé con el modelo de Varian
Helix (Figura 15). Proporciona una reproducibiliddel perfiles de aproximadamente
del 95% y posee alta sensibilidad (95%) para leat#&hn de polimorfismos (“single
nucleotide polymorphism” SNP’s) y mutaciones (O'®@net al. 1998).

= 0

Figura 15. Sistema de dHPLC. Varian Helix.



Es una técnica relativamente novedosa que utilizapar i6nico para la
separacion de fragmentos de ADN (Figura 16). El AE#ietilamonio) funciona como
molécula puente entre el ADN y la fase estaciondaekctricamente neutra e
hidrofobica). La fase estacionaria tiene cargatp@asy se une a las moléculas de ADN,
con carga negativa debida a los grupos fosfataéhdola hidrofébica. EI nUmero de
moléculas de TEAA unido es proporcional a la lamgidel fragmento de ADN, y
determinara el grado de retencion en la fase estaga. Las muestras fluyen en un
circuito liquido compuesto por dos soluciones (fBufA” y “Buffer B”) con distintas
concentraciones de acetonitrilo, lo que forma wadignte. Las interacciones entre la
molécula de ADN vy la fase estacionaria se rompediaa que aumenta el gradiente de
acetonitrilo. Los fragmentos mas cortos se libenates debido a su menor contenido de
moléculas de TEAA.

Columna con ADN unido al par

medio hidrofébico i6nico (TEEA)

Figura 16. Columna con medio hidrofébico y ADN unido a suipaico (TEEA) que es lo que la hace
hidrofébica.

Los amplicones obtenidos mediante PCR, tras urepoode desnaturalizacion y
rehibridacion lenta, forman 2 homoduplex (amplicgaivaje) o 2 homoduplex y 2
heteroduplex (amplicon con alteracion en la sedagnd una misma temperatura de
analisis, las dos cadenas de heteroduplex se sepamamayor rapidez que los homo-
duplex, obteniéndose un cromatograma distintojlpsrdie elucion, para los amplicones

salvajes y amplicones con alguna alteracion ersuescia (Figura 17).

La muestra se desnaturalizd a 95 °C y durante #&itos se enfria hasta 25-30
°C (rehibridacién lenta) para la formacién de hoapdelx y heteroduplex en el caso de
secuencias con alguna alteracion. Estos amplicooesequirieron de purificacion
previa antes de analizarse en el dHPLC.



La optimizacion de la temperatura de elucion defragmento requiere un
control de un polimorfismo o mutacién en dicho fregpto para confirmar la
presentacion de distintos perfiles segun la presete alteracion en la secuencia. Se
optimizo cada amplicon a una temperatura de eluajidstada en funcion de la predicha

por el “Stanford Genomic Technology Centénttp://insertion.stanford.edu/melt.himl

La temperatura predicha depende de la composi@admudiedtidos de su secuencia. La
resolucion depende de la posicion de la mutacatgrigitud del fragmento y el medio
en el que se encuentre la secuencia. Generalneemenperatura de analisis debe ser
muy cercana a la T2 de “melting”. Se confirmd qaeTP escogida es la correcta
analizando repetidamente la muestra a la T2 déaryd o 2 grados superior e inferior
hasta que el pico del producto se desplace hammapts de retencibn menores. Se
compararon perfiles de muestras control previameetenciadas con las nuevas
muestras. Los perfiles iguales al control secuelocse consideraron “salvajes” y los
perfiles “andmalos” se secuenciaron para determiaxistencia de alguna alteracion

en la secuencia.

Mutant Mix,Denature Heteroduplexes m
Re-Anneal

Wild Type Homoduplexes

Figura 17. Desnaturalizacion y renaturalizacion lenta de aiouh con variante en la secuencia
con la consiguiente formacion de homoduplex y betgulex que se muestran en el
cromatograma.

Para conseguir una alta capacidad de deteccion eterohigotos vy
reproducibilidad requiere un tamafo de fragmentase€el50 y 400 pb. Los productos
de PCR de mayor longitud forman un mayor numerdé@ees al azar en el medio
liquido, siendo recomendable para la optimizacioe gl amplicon estudiado posea el
menor numero de dominios posibles, entendiéndosedpminios, regiones de la

secuencia con una distinta temperatura de elucion.



5. SECUENCIACION AUTOMATICA DIRECTA

Se utilizé la secuenciacion automética como tégpéra detectar alteraciones en
la secuencia del canal de sodio cardiaco. Se enaplké BigDye Terminador (BDt)
v1l.1 de Applied Biosystems, una adaptacion de &caién enzimatica dideoxi de
Sanger (1977). Las secuencias fueron analizadesalinente por electroforesis capilar
en el equipo ABI310, completdndose el estudio emayor parte con el analizador de

cuatro capilares ABI3130 (Applied Biosystems) (Fay@8).

Figura 18. A. Analizador ABI 3130. B. Detalle del circuitd gelimero.

El programa del termociclador que se utilizd paragaccion de secuenciacién
consta de una desnaturalizacion a 96 °C 1, segli@idm programa de 25 ciclos de tres
temperaturas, 96 °C 10", 50 °C 5 y 4" a 60 PRiteando a 4 °C indefinidamente. Se

trabajé con un volumen final depfh; 1,75puL “Buffer enhancer sequencing” (10X), 1,5
pL agua miliQ, 0,25.L de BDt v1.1, 0,51L cebador (“Forward” o “Reverse” 3{2M)
y por ultimo 1uL del producto de PCR (Tabla 6).

Material Y Métodos



Tabla 6.Reaccién de secuenciacion

Reaccién de secuenciacion V (uL)
H,O 15
Buffer enhancer sequencing 1,75
Primer F 6 R (3,2 mM) 0,5
Big Dye 0,25
Producto PCR 1,0
Vol. total 5

Se realiz6 la reaccidbn de secuenciacion, tras ligacion del amplicon,
utilizando los mismos cebadores que para la PCR @ema concentracion de @M.
Para confirmar los posibles cambios en la secueseichace una secuenciacion
bidireccional. El andlisis de las secuencias skzeeaon los softwares suministrados
por la casa Applied Biosystems, “Foundation DatdleCton v. 3.0”, “Sequencing

Analysis v. 5.2”, “Seqscape v. 2.5” y “Variant Rejgo v 1.0”.

6. PURIFICACION DE LA REACCION DE SECUENCIACION

Tras la reaccién de secuenciacion se eliminarorektss de dNTP’s sobrantes y
posibles impurezas con las columnas de centrifdgaccentrisep (Princeton
separations). Mas tarde se utilizaron las colundegdgeBio (Performa DTR (Dye
Terminator Removal) Gel Filtration Cartridges, cuywotocolo se detalla a
continuacion. Ambos Kits se basan en la descripcdérnSambrook et al. (1989) de
filtracion de ADN en gel para separar fragmentosnds de 16 pares de bases (pb) de
restos de dideoxinucleétidos marcados, dNTP sasaales o0 compuestos de bajo peso

molecular (elimina hasta el 98% de sales presentes)

Se centrifugaron las columnas a 3000 rpm duramtén®itos. Se retird el agua
restante y se coloco la columna en un vial de 1,buavo. Se afadieron a los 5 puL de
la reaccion de secuenciacion 10 pL de agua miliQvoumen final (15 pL) lo
depositamos en el centro de la columna. Se voldérarifugar a 3000 rpm durante 2
minutos. Se afadieron 10 pL de Formamida Hi-Di (Asgb Biosystems) que
desnaturaliza la doble hebra del ADN, seguidamesatetraspasaron las muestras
purificadas a una placa de 96 pocillos (MicroAmpTOptical 96-Well Reaction Plate.
ApliedBiosystems) adaptada para el secuenciador.



Ocasionalmente se utilizé la purificacién en pldeacolumnas de EdgeBio (96
pocillos). Se centrifugaron las placas a 850 gmter& . Al mismo tiempo se llevo el
volumen de reaccion de secuenciacion hagtéh.20na vez descartado el filtrado de las
columnas se aplico el volumen de reaccion a cadalaros 96 pocillos de la placa y se
volvid a centrifugar a 850 g 3". Se afadieronulL@e formamida Hi-Di a cada pocillo.
La placa de secuenciacion se introdujo directamamis secuenciador ABI3130 para la

electroforesis capilar.

7. ALTERACIONES EN LA SECUENCIA

Una vez comprobada la presencia de una alteracidnnecaso indice, tanto
conocida como nueva, mediante secuenciacion baiimeal, se estudié al resto de
familiares de los que se poseia muestra, secuelacsiio el exon donde se detectd la
variante. Cuando detectamos una alteracion no @mows encontramos con dos

casos:

1. Alteracion no conocida en region intrénica.Tuvimos en cuenta las que se
hallaban 30 pb aguas arriba y abajo de la regid@ificante. En este caso se
utilizaron programas de andlisis (indicados eneleci®n 8.4 de los estudios in
silico de este capitulo) de las zonas de reconocimienia m@quinaria del corte
y empalme, y se comprobd una posible eliminaci@paricion del sitio aceptor

o donador para el proceso de corte y empalme.

2. Alteracion que se encuentra dentro de la regidn cdficante. Para considerarla
como mutacion debe estar en todos los individuok damilia diagnosticados
con SB, no debe estar presente en 200 alelos dedunals sanos sin historia de
MS familiar (100 controles sanos) y se compruebaoiaa a la que afecta la
mutacion, si es una zona conservada en la evolumidre varias especies e
isoformas o0 se encuentra en la zona de selectivd@dda o de formacion del
poro conductor (zonas importantes para el funciomatm de la proteina). A
estas variantes también se les realizé el estudisilico con los programas

detallados en la seccion 8.3 de este capitulo.



8. ESTUDIO DE GRANDES REORDENAMIENTOS EN EL GEN SCN5A

El MLPA (del inglés Multiplex Ligation Probe Ampidfation) es un nuevo
meétodo descrito en 2002 por J. Schouten que pefdmit&isqueda de deleciones o
duplicaciones, asi como cuantificacion del ADN. dRueautilizarse tanto en ADN
genomico como en ARNm (Gallano P. 2005). Requiarkilbridacion especifica de la
secuencia, seguida de una amplificacion de lasasoque hayan hibridado y un analisis
semicuantitativo de los productos de PCR resulsaermite detectar los cambios en
el nimero de copias de secuencias de mas de 4&dtidos en una sola reaccion. La
deteccion en una muestra de dos regiones contigglasionadas proporcionaria un
confirmatorio interno de la propia delecion. Ercaso de la delecion de un Unico exén
es necesaria la comprobacion mediante otro métadola confirmacion (Vaughet al.
2008).

En la técnica de MLPA para el estudio de estosdemmientos usamos el Kit
SALSA MLPA KIT FOR DNA. P108 SCN5A. 2X50 (100 reamces) de MRC
Holland. Las sondas utilizadas en el kit para leea®6n de grandes reordenamientos
génicos vienen indicadas en las tablas del AnexoS¥® optimiz6 la técnica en el
termociclador Veriti de Applied Biosystems (Figu®.A) que facilita distintas
opciones de programa que son necesarias en esteSeakicieron los céalculos siempre

para una muestra de mas.

Se escogié un grupo de muestras en las que nolserdauetectado ninguna
mutacion causal y dos controles sanos de nuestneogeontrol (C96 y C100). El
protocolo para la deteccion de grandes reordenansiese compone de 5 pasos (Figura
19.B).

1. Desnaturalizacion del ADN e hibridacion de las soras Primeramente se
desnaturalizaron| . de ADN (20ngjiL) 5 a 98 °C. Se enfrié y pausé a 25 °C
antes de abrir el termociclador y se afiadieronull,Be SALSA probemix y 1,5
uL de MLPA buffer a cada tubo. Se mezcl6 e incub@ 85 °C seguido de 18
horas a 60 °C (paso limitante debido a la evapanadel volumen de reaccion, 8
uL). En este paso cambiamos los tubos de PCR desdpul@sdesnaturalizacion

para evitar la evaporacion de la reaccion.

2. Reaccion de Ligacion Se redujo la temperatura hasta 54 °C y se aitadBs

uL de la mezcla de ligacion (& de Ligase buffer A, 3iL Ligase buffer B y 25



uL de agua miliQ. Se afade |IL de Ligase-65) y se homogenizd bien. Se
incubd 15" a 54 °C seqguido de 5" a 98 °C.

Reaccion de PCRSe mezclaron en tubos nuevoguldde SALSA PCR buffer,
26 pL de agua miliQ y 10uL de la reaccion de ligacion anterior. En el
termociclador a 60 °C mientras se prepara la medelda polimerasa que
contiene: 2uL de SALSA PCR primers, L de SALSA Enzyme Dilution
buffer, 5,5uL de agua y por ultimo se afiadieron Al5de polimerasa por tubo y
se mezclo bien. El programa de PCR consta de 8sdie 30 95 °C, 30" 60
°Cy 60" a 72 °C. Finalmente se termina con uocabiacion de 20" a 72 °C.

Separacion de los productos de amplificaciomediante electroforesis.Se
mezclaban 1L de Formamida Hi-Di, JL de producto de amplificacion y 0,5
UL del marcador de tamafio utilizado, en nuestro £#8600, y se desnaturalizé
5 a95°C.

Andlisis de datos Se copiaron los datos del analizador ABI3130isealizaron
con el software GeneMapper v. 4.0 (Applied Biogyste Se abrieron como un
archivo de Excel y se eliminaron los picos sobmamjee no correspondian a
ningun locus control ni a ningun exdon del SCN5A.d\ate una plantilla de
analisis se normalizaron los datos con respecs areas de los controles sanos.
A continuacién se comprobé la existencia de un@fmsduplicacién o delecién
en el gen. Utilizamos los rangos de referenciazatlbs por otros grupos de
investigacién e indicados por la casa comercial QWlland), considerando un
valor por debajo de 0,6 sospechoso de delecion ryepcima de 1,4 de
duplicacion, utilizando siempre dos controles satw®o referencia. Ambos se
tendrian que confirmar posteriormente. Debemosrtenecuenta que quizas
algunos polimorfismos interfieran en la hibridacid& alguna sonda y pudiera

generar un falso positivo.
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Figura 19. A. Termociclador Veriti (Applied Biosystems). Bsquema de
pasos a seguir de la técnica de MLPA

9. ESTUDIO DE MICROSATELITES

El ADN microsatélite, también conocido como STRH68 Tandem Repeats”),

se define como segmentos cortos de mono, di,teiranucledtidos y constituye el 2%
del genoma.

El uso de microsatélites ofrece algunas ventajasanarcador genético:

1. Se transmite de manera mendeliana.
2. El namero de unidades de repeticién puede variandedividuo a otro.

3. Estos marcadores se pueden utilizar para el andesiligamiento, pruebas de

identidad, parentesco y mapeo de genes relacionamosalguna patologia o

caracteristicas concretas.

La técnica de microsatélites se ha utilizado pdrastudio de 3 familias
portadoras de una misma mutacién conocida para stean@!| efecto fundador y que
comparten un antecesor comdn.

Los microsatélites utilizados fueron obtenidos tdabajo publicado por Haack

et al. y estan indicados en la tabla 7 (Haatkal. 2004). La ubicacion de los

microsatélites en el cromosoma 3 viene indicadalaefigura 20. Los cebadores



“forward” fueron marcados con el fluoroforo 6-FAIBe ha utilizado el kit de Qiagen

“Type-it Microsatellite PCR Kit” (Cat. N° 206241El programa de amplificacion

utilizado consta de varios pasos, 5" a 95° (adgtivade la polimerasa de la Master

Mix), 28 ciclos de 3 temperaturas: 30" 95° 90578y 30" a 72°; una extension final

de 30" a 60° y a 4° indefinidamente. Para la PCRnieosatélites utilizamos los

reactivos y cantidades sefalados en la tabla 8.

Tabla 7. Marcadores microsatélites para el andlisis dedsfme de

Brugada.

Microsatélite

D3S121-F

D3S156-F

D3S352-F

D3S237-F

D3S355-F

D3S371-F

D3S121-R

D3S156-R

D3S352-R

D3S237-R

D3S355-R

D3S3719-R

Secuencia (5> 3")
CAGGGCTTGTGGGATTAGA/
GCAGGAAGAGCAGATAAAGTC
ATCGGCCATATGTTGGTAC
AGGGACTTGGACAGG(
GCTCTACATCAGGCAACC
TCATGCAGAATCTCATGGCT
ATTTCAGATTTCAGGACAAGGG
AACCAGGGAACTCTCAAGTCTC
TGTGGTCTGAGAAGATACTTGAT
ATCTGCCACCAGGAGC
AAAAATAATTGGACCTGTAAAAAC

CGCCCTGACTGGCTCTTA

Tabla 8.PCR de microsatélites.

PCR de microsatélites V (uL)
H,O 6,5
Master Mix 12,5
Solucién Q 2,5
Primer (1M cada cebador) 2,5
ADN (20ngfuL) 1,0
Vol. total 25
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Figura 20. Localizacion de los marcadores
microsatélites para el sindrome de Brugada.

La muestra una vez amplificada se introduce emalizador ABI3130 para la
electroforesis capilar y el posterior analisis @gfentos. Para ello se mezclallde
producto de amplificaciéon con (iR de formamida Hi-Di y 0,54L del marcador de

tamafno LIZ-500 (Gene Scan- 500 LIZ Size Standaedt.IR° 4322682) y se calienta
durante 5 minutos a 95°C.

Los datos obtenidos se analizan mediante el sdadtviaenemapper v 4.0,
facilitado por Applied Biosystems. Cada microsséétimplificado se repite un namero
de veces determinado en el alelo paterno y mates® representa mediante un pico
(Figura 21). Dependiendo del numero de repeticioid¢sndremos un pico con mayor o

menor tamarnio.
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Figura 21. Analisis del microsatélite D3S3527
en el probando de la familiei222.

10. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS VARIANTES NUEVAS
ESTUDIOS IN SILICO

10.1. Identificacion de posiciones conservadas

Se realizo un alineamiento con el programa Clustalw
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) de bhitds especies de mamiferos y entre
las distintas isoformas del canal de sodio depeaielige voltaje para identificar el grado

de conservacion de los aa en los que detectamosunate.

Para determinar la posibilidad de que una varifudea patégena también se
tuvo en cuenta la localizacién en la proteina,nsi variante se encuentra en una zona
importante para el funcionamiento de la proteilnaya zonas de selectividad iGnica y
region formadora del poro es mas probable que tiraaion sea causante de la

enfermedad.
10.2. Propiedades de los aminoacidos

La forma en la que mas comunmente se clasificaadass segun la polaridad de
su cadena lateral. Distinguiriamos 3 tipos de gHiaperal: no polar, polar sin carga y

polar con carga.

El indice hidropatico nos proporciona una mediddad&finidad de los distintos
aminoacidos a ambientes acuosos. Otro paramettizadtd para medir a nivel
bioquimico las similitudes entre aa es la distadeiarantham, que tiene en cuenta la

composicion, el volumen y la polaridad.



10.3. Estudio de variantes de cambio de sentido

Actualmente se encuentran disponibles en la redtitodil de programas
bioinformaticos con los que predecir el efecto gat de una variante no descrita en la
bibliografia. Cuando detectamos una mutacion debgame sentido utilizamos dos

programas de prediccion:

1. Pmut (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/wholeHelp.htnPredice un

valor mayor que 0.5 como patoldgico, variando kbifidad entre 0

(fiabilidad baja) y 9 (altamente fiable).

2. Polyphen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ Calcula las

diferencias entre la variante salvaje y la mutaatggnandole un
determinado valor, éste varia entre: >2 (afectafaricion y estructura de

la proteina), 1,5-2 (posiblemente perjudicial) y5<(benigna).
10.4. Estudio de variantes intrénicas

Los programas de identificacion de sitios donadgraseptores de “splicing” y
proteinas intervinientes, que ayudan a predec@feadto de una nueva mutacion en el
“splicing” asignando un valor determinado a la @iobdad de que la posicion

estudiada esté en un sitio aceptor o donador. tagggimas utilizados son:

1. ESEFinder
(http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/esefindgi?process=hon)e

2. Netgene?2 v2.4http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene?2/

3. Splice Site Prediction by Network(NNS)
(http://www.fruitfly.org/seq tools/splice.html

11. ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados fueron expresados como la medias¥iat@én estandar (DS)
para expresar diferencias de edad y tiempo de re@gnto entre portadores y no
portadores de mutacion y entre varones y mujei@sdatos mostraban una distribucion
normal segun el test de Kolmogorov-Smirnov, pogle se realizaron las pruebas T-
student y Chi-cuadrado. Las diferencias fueron idenadas significativas cuando
p<0,05. Todos los analisis estadisticos fueronalle¢ a cabo con el programa
estadistico SPSS para Windows (v.15.0, SPSS lhcago, IL, USA).



Resultados






1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

De los 93 pacientes incluidos en este estudio 1&llde son procedentes del
Hospital Universitario General de Alicante. Se descen las variables demograficas e
historia clinica de dichos pacientes por lo que® s@ han incluido en el analisis de
resultados respecto al diagndstico genético. Lagblas clinicas de los 76 pacientes
gue restan vienen indicadas en la tabla 9.

La media de edad fue de 41,8 =+ 13,7 afios. Cuasetres pacientes (56,6%)
presentaron un ECG espontaneo tipo | y 4 lo prasamtrelacionado con un episodio
febril (Figura 22), 2 presentaron un ECG basal tipa tipo Il y 1 paciente tipo II-III.
Treinta y nueve pacientes eran asintomaticos (51 B%evaban una vida normal.
Veintidos de los pacientes (28,9%) tuvieron pomikenos 1 episodio sincopal (en 9 de
ellos se consideré relacionado con Brugada) y 98fal de probable origen
cardiogénico-arritmico (rango 1-15 episodios, ladimea es de 4,3 sincopes por
individuo). Ninguno de los holters de los 31 readias demostrd arritmias ventriculares.
El estudio electrofisioldgico (EEF) se realizo éngacientes (34,2%) de los cuales en 5

casos (19,2%), resulté anormal.

Cinco de los casos indices (5,3%) tenian antecesldamiliares de muerte
subita. De 51 casos a los que se les realizd elfaamacolégico (con flecainida o
procainamida) en 46 (90,2%) de ellos fue positeo 29 de los cuales fue motivo de
diagndstico) y en 2 casos la prueba no fue conoteyeaunque previamente si

presentaron ECG tipo .

Nueve de los pacientes (11,8%) llevan implantadaesfibrilador automatico
implantable (DAI). En un periodo de seguimiento28¢/ meses + 24,7 recibieron una

descarga 2 de ellos.

En cuanto a la poblacion pediatrica, dos de nugstsos indices tenian menos
de 16 afios (2,6%). Los dos tuvieron presincopes ny episodio convulsivo
respectivamente, ambos relacionados con un estadb fecomendandose en el primer

caso la administracion de quinidina para retrasanplantacion de un DAI.
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Figura 22. Representacion de pacientes con ECG tipo |.

Tabla 9 Caracteristicas clinicas de los pacientes, indiatipo de ECG, resultados del
test de provocacion farmacolégico, estudio ele@ioibgico (EEF) y tratamiento.

Caracteristicas clinicas

Sexo varén 65 (85,5%)

Edad 41,8+13,7

ECG basal tipo I 1(1,3%)

ECG basal tipo Il 2 (2,6%) (+1 tipo II-1lI)

ECG tipo | espontaneo 43 (52,6%)

Presentacion cuadro febril 4 (5,3%)

Asintomaticos 39 (51,3%)

Sincope 10 (13,2%)—cardiogénicos_, 22 (29%)-vasovagales/no
stHnestivo

MS 3 (3,9%)

Historia familiar MS 5 (6,6%)

Test de provocacién (N=51)

Fleca + 46 (90,2%)
Fleca - 3 (5,9%)
No posible/realizado 26 (51%)
Posible/Dudoso 2 (3,9%)
EEF (N=26)
Arritmias ventriculares 5 (19,2%)

Tratamiento
DAI 9 (11,8%)
Quinidina 1 (recomendado)
Motivo de diagnéstico

Casual 54 (71,0%)
Sintomas 18 (23,6%)



El grupo de pacientes varones suma 65 (85,5% gmlttacion) y 11 el de
mujeres (14,5%). La edad media de presentacioradenfermedad en el grupo de
varones fue de 39,3 afos y en el de mujeres fudfisgjivamente mayor (48,1 afos)
(p=0,04). En el caso de los varones, 17 de ell6s2¢2) fueron diagnosticados por
sintomas. En el grupo de mujeres 5 de las 11 (45&hetidas a estudio fueron
diagnosticadas por sintomas (p=0,192). El ECG hagsall se detectd en el 57,9% de
los varones y en el 42,1% de las mujeres (p=03 yealizaron 26 EEF, en 3 mujeres,
de los cuales ninguno fue positivo, y en 23 varoessdiados, en los que en 5 se

indujeron arritmias ventriculares (21,7%) (p=0,625)

Respecto a la tasa de eventos, 3 varones (4,6%gmieeon un episodio de MS
con una edad media de 37,3%£9,1 afos, siendo eB dasos el motivo del diagndstico.
Seis de los varones sufrieron un sincope de origediogénico (9,2%) y 4 de las
mujeres (36,4%) (p=0,087). Nueve de los varonesiie@mplantado un DAl y 2 de las
mujeres, 2 varones sufrieron una descarga durantempo de seguimiento de 27,1 £
19,2 meses. Los datos referentes a la comparatiira garones y mujeres vienen

indicados en la tabla 10.



Tabla 10 Comparativa clinica entre hombres y mujeres

N° de pacientes

Hombres

65 (85,5%)

Mujeres

11 (14,5%)

Significancia (p<0,05)

Edad de 39,3+13,3 48,1+ 11,8 0,044

presentaciol

Sintomas 17 (26,2%) 5 (45,5%) 0,192

ECG espontaneo 33 (57,9%) 5 (42,1%) 0,81

Presencia de FA 1(FA paroxistica) 1 (FA persistente) 0.148
(1,5%) (9,1%) ’

Inducibilidad de 5 0 0,625

arritmias en el (21,7%. N=23) (0%. N=3)

FFE

Sincope previo 6 (9,2%) 4 (36,4% ) 0,087

Presincope 3 (4,6%) 2 (18,2%) 0,002

MS o FV 3 (4,6%) 1 (9,1%) 0,53¢

DAI 8(12,%) 1 (51%) 0,59¢

Eventos durante 2 (22,2% ptes. Con 0 0,55

el seguimiento DAI)

Tiempo de

seguimiento 27,1+19,2 34,3+32,7 0,308

(meses)

2. SECUENCIACION DIRECTA DEL GEN SCN5A

Se han detectado 30 variantes génicas distint82 @acientes, de los cuales 24
son conocidas. Veintiddés de las alteraciones deeseta son polimorfismos, 19
conocidos y 2 de ellos con efecto funcional o madot demostrado (R1193Q vy
H558R). Encontramos 2 variantes intronicas de fagwio incierto, 1IVS8+21c>t y
IVS14-17t>a.

De las 8 mutaciones encontradas (detalladas ealdlT1) 5 (62,5%) de ellas
estan descritas en la bibliografia, aunque en 8scha sido muy recientemente, por lo
que fueron estudiadas como variantes nuevas enrakbnto de su hallazgo. Respecto a

la localizacion de las mutaciones (Figura 23), 2likes se localizan en el extremo N-



terminal, 1 en el “loop” de unidn entre los dom&i®II-DIll y 5 en la zona
transmembrana, 4 de ellas en la zona de seledivigidca pero en distintos dominios
de la proteina. Todas ellas menos una, que cogifica un codon de parada prematura,

producen un cambio de sentido (“missense”):

N14435
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L i ol

QMR ({111
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Inactivation
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E1152X cacr

Approximately
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R27TH

Figura 23. Representacion de la estructura del canal de sadi la membrana plasmética. Vienen
indicados los 4 dominios con 6 segmentos transimemabcada uno de la subunidady una subunidad
accesoriag.

1. La mutacion R27H localizada en el exon 2 deetadn codificante del gen y
situada en el extremo N-terminal de la proteinga BEsutacion fue descrita por el grupo
de Priori en 2002 (Prioet al.2002).

2. La mutacion R121W se encuentra en el exon 3jitacla en la extremo N-
terminal en una region muy conservada tanto esfre@es como entre isoformas. En el
momento en que se detecto la variante no era atmocon lo que se optimizo el
amplicon en el dHPLC y se analizaron 200 alelogsatdroles sanos sin detectarse la
alteracion.

3. La alteracion V728| se detectd en el exdn 14 laemegion DIl S1. Se
encuentra en la base de datos de arritmias heraditdttp://www.fsm.it/cardmoc/)
como polimorfismo, aunque hasta la fecha el estandiba sido publicado por el grupo
italiano de Priori. Se encuentra en una region oanservada entre especies aunque el
cambio de aa no es importante puesto que ambaspsteres-alifaticos y con un indice
hidropatico similar. Conseguimos optimizar por EIPLC el amplicén y pasamos 200
alelos de controles sanos sin hallarlo en ningure. hemos considerado como

probablemente patogénica.



4. Se ha detectado la mutacion E901K en el exondsrita recientemente por
el grupo de Kappliger como mutacion (Kapplingsral. 2010). Esta alteracion se
localiza en el DIl S5-S6 correspondiente a la zo@aselectividad idnica, por lo tanto
vital para el correcto funcionamiento de la praaeimdemas esta localizada en una zona
altamente conservada entre especies. También iseizippara la técnica de dHPLC y
se analizaron los 200 alelos sin detectar tampmt@anutacion.

5. La variante E1032K se encuentra en el “loop” weon DII-DIIl. El
alineamiento entre especies muestra que el aaesti@uno es altamente conservado y
el cambio de aa que se produce es de propiedadéares, aunque el glutamato tiene
carga negativa y la lisina positiva, y ambos cani@déd a ambientes acuosos. En los
estudios bioinformaticas con los programas “Poly@fiey “Pmut” resulta una variante
con prediccion no patogénica o benigna. No pamep®itante para el funcionamiento

del canal por lo que la hemos considerado comaonpofismo.

6. Se ha identificado una alteracién que provocaagton de parada prematuro,
E1152X, en el exdn 19. Se encuentra en el “looptidén entre los dominios DII-DIII.
Esta variante génica produce una proteina truneddacional que no llegaria a
membrana, con la consiguiente reduccion de coeidatsodio por efecto “dosis” que

disminuye el nimero de proteinas fincionales endanbrana plasmatica.

7. La variante V1340l fue detectada también endenauestros casos indice. Se
encuentra en el S5 del DIIl, como mencionamos dotesegmentos S5 y S6 de cada
dominio son de vital importancia en la selectividédica del canal, ademéas de
localizarse en una posicion altamente conservadi@ esspecies. Posteriormente a

nuestro analisis fue publicada como mutacion ¢rabhjo de Samani et al.

8. El cambio N1443S fue detectado en el exon 2%tde caso indice, se
encuentra en una region muy conservada entre espedsoformas del canal. Ademas
se localiza también en la zona de selectividacc&del DIIl. Es por tanto posiblemente

patogénica.

9. Por ultimo la mutacion ya descrita en la literatG1743R fue detectada en 2
de los casos indices estudiados. Se encuentraSéhdal DIV. Representa una variante

defectuosa al transito a membrana que se conségaaeperar con mexiletina.



Tabla 11 Relacion de mutaciones detectadas en nuestra, sedicando efecto (“missense”= cambio de

sentido”"nonsense” coddn de parada prematura), est@mbnocida/no conocida).* Posible polimorfismo
poco comun.

Cambio Cambio Localizacion Mecanismo
e . Efecto Estado en la funcional Referencia
nucleétido  aminoé&cido . L
proteina [fisiologico
g80a R27H missense conocida  N-terminal DesconocidRyiori et al 2002
c363t R121W missense conocida  N-terminal Descooocikapplinger et al.
2010
g2182a V728I missense nueva DIl S1 Desconocido .
Este estudio
g2703a E901K missense conocida DII-S5/S6 Descoaocidapplinger et al.
2010
g3094a E1032K* missense nueva DII-DIII Desconocido Este estudio
g3451t E1152X nonsense  nueva DII-DIII Truncamient Este estudio
0 prematuro
de la
proteina
g4012a V1340l missense conocida DIII-S5 No aclaradoSamani et al.
2009
a4328g N1443S missense nueva DIlI-S5-S6 Desconociddeste estudio
g5227a G1743R missense conocida DIv/se Defectodel .. ot al
transito a ’
2004
membrana

Tabla 12.Portadores de mutacion.

Total 93

Positivos 10 (10,7%)
Edad (afios) 41,0+15,3
Rango de edad (afios) 21-71
Varones 79

Varones positivos 10 (12,7%)
Mujeres 14

Mujeres positivo 0 (0,0%)

De un total de 93 casos indices, se ha encontradovariante causal en 10

probandos (10,7%). Los pacientes citados teniaredad promedio de 41,0+15,3 afos,



el rango de edades se sitla entre los 21 y 71 dmamkas las variantes patdégenas
encontradas en nuestra poblacion fueron detectadpacientes varones, lo cual supone
un 12,7% de la poblacion de varones y solo un 1@&%a poblacion total (Tabla 12).

3. ESTUDIO BIOINFORMATICO DE LAS ALTERACIONES ENCON TRADAS.
ESTUDIOS IN SILICO

3.1. Alineamiento entre especies e isoformas

A continuacion se muestra el alineamiento por egmma ClustalW2 entre
especies del gen SCN5A resaltando las posicionededse ha detectado la mutacion de
tipo “missense” (Figura 24). Por orden de aparicion
0i|84875498|ref[NP_067519.2|[Mus musculus], gi|698Jref|[NP_037257.1|[Rattus
norvegicus], 0i|50950233|ref|[NP_001002994.1| [Canigupus familiares],
0i|37622907|ref[NP_932173.1] [Homo sapiens], gH&&a83|ref|[XP_001171891.1|
[Pan troglodytes].

R27H
QISREGLEEE 43
SLOEE 50
PEE 4%
PEE 4%
LEEE 48
R121W
gi\84875498\releP_O67519.2| KTIFRFSATNALYVLSPFHPVHRAAVKILVHSLFSMLIMCTILTNCVEMA 149
gi\6981514|ref|NP7037257.1| ETIFRFSATNALYVLSPFHPVHRAAVEILVHSLFSMLIMCTILTNCVEMA 150
gi\50950233\refINP_OOlOO2994.l KTIFRFSATNALYVLSPFHPVHRAAVKILVHSLFSMLIMCTILTNCVEMA 149
gi 37622907 |ref|NP_932173.1| KTIFRFSATNALYVLSPFHPIHRAAVEILVHSLFNMLIMCTILTNCVEFMA 149
gi\114586083\releP_OOll7189l. KTIFRFSATNALYVLSPFHPIRRAAVKILVHSLFNMLIMCTILTNCVEMA 149
V728I
qil84875498|ref|NP_067519.2\ CPLWMSIKQEVEFVVMDPFADLTITMCIVLNTLFMALEHYNMTAEFEEML 749
qil6981514|ref\NP_037257.1| CPLWMSIKQEVEFVVMDPFADLTITMCIVLNTLFMALEHYNMTAEFEEML 750
qil50950233|ref|NP_OOlOOZ994.1 CPLWMSIEKQRVEFMVMDPFADLTITMCIVLNTLFMALEHYNMTAEFEEML 747
qil37622907|ref|NP_932173.1\ CPLWMSIKQGVELVVMDPFTDLTITMCIVLNTLFMALEHYNMTSEFEEML 749
gl1|114586083 |ref|XP 001171891. CPLWMSIKQGVELVVMDPFTDLTITMCIVLNTLFMALEHYNMTSEFEEML 749
- *ktktrkrE FraatFrrtatrrrrrdiditr bttt bbbt bttt rEEEE
E901K
gil84875498|ref|NP_O67519.2| EWIETMWDCMEVSGQSLCLLVFLLVMVIGNLVVLNLFLALLLSSFSADNL 949
gil6981514|ref|NP_037257.1| EWIETMWDCMEVSGQSLCLLVFLLVMVIGNLVVLNLFLALLLSSFSADNL 950
gi|50950233IrefINP_001002994.1 EWIETMWDCMEVSGQSLCLLVFLLVMVIGNLVVLNLFLALLLSSFSADNL 947
gil37622907|ref|NP_932173.1| EWIETMWDCMEVSGQSLCLLVFLLVMVIGNLVVLNLFLALLLSSFSADNL 947
gil114586083|ref|XP_001171891. EWIETMWDCMEVSGQSLCLLVFLLVMVIGNLVVLNLFLALLLSSFSADNL 947

Rl R R R R R R R R



E1032K

gil|84875498 refINP_0€751%.2] HSQLPSCIAAPRSPPPPEVEKAPPARKETRFEEDKRPGQGTPGDTEPVCY 1049
gil€981514 |ref NP 037257.1]| HSQLPSCITAPRSPPPPEVEKVPPARKETRFEEDKRPGQGTPGDSEPVCY 1050
gil50950233 [ref|NP_001002994.1 HGQLPGCMATSSSPPPPESQRVPPARKETRFEEDKQPGQGTPGDTEPVCY 1046
gil37622907 refINP_932173.1] QGQLPSCIATPYSPPPPETERKVPPTRKETRFEEGEQPGQGTPGDPEPVCY 1047
gil11458€083 |ref|XP 001171891. QGQLPSCIATPYSPPPPESEFKAPPTRKETRFEEGEQPGQGTPGDPEPVCY 1047
s kEE kers kkkkkE sk hkskkkkkokkk |- lhkkkxxhk AkEkxE

V1340l

gi|84875498 |ref|NP_067515.2] GPIKSLRTLRALRPLRALSRFEGMRVVVNALVGAIPSIMNVLLVELIFWL 1349
gil€981514 |ref|NP_037257.1]| GPIKSLRTLRALRPLRALSRFEGMRVVVNALVGAIPSIMNVLLVELIFWL 1348
gi|50950233 |ref|NP_001002994.1 GPIKSLRTLRALRPLRALSRFEGMRVVVNALVGAIPSIMNVLLVELIFWL 1343
gi[376229807 [ref|NP_932173.1| GPIKSLRTLRALRPLRALSRFEGMRVVVNALVGAIPSIMNVLLVELIFWL 1346
gil11458€083 |ref|XP_001171891. GPIKSLRTLRALRPLRALSRFEGMRVVVNALVGAIPSIMNVLLVELIFWL 1346

E A A AR R A A A A A A A A A Ak E A A A A A E R kA A A A A AT A p A b A AT L

N1443S

gi|84875498 |ref|NP_0€751%9.2| EVEVNFDNVGAGYLALLQVATFEGWMDIMYARVDSRGYEEQPQWEDNLYM 1449
gi|6981514 |ref|NP_037257.1]| EVEVNFDNVGAGYLALLOVATFEKGWMDIMYARVDSREGYEEQPQWEDNLYM 1448
gi|50950233|ref|NP_001002%94.1 EVEVNFDNVGAGYLALLQVATFEGWMDIMYAAVDSRGFEEQPQWEYNLYM 1443
gl 37622907 |ref|NP_932173.1| EVEVNFDNVGAGYLALLQVATFEGWMDIMYARVDSRGYEEQPQWEYNLYM 1446
gil114586083|ref|XP_001171891. EVEVNFDNVGAGYLALLQVATFEKGWMDIMYARAVDSREGYEEQPQWEYNLYM 1446
G1743R
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Figura 24. Alineamiento entre especies del canal de sodidigaeo. La alineacion muestra distintos
simbolos en cada columna dependiendo del grado asecvacion observado:"*" los residuos o
nucleétidos en aquella columna son idénticos eagdas secuencias alineadas. ":;" el cambio obsesvad
es conservado, en funcién del codigo de colores spuenuestra. "." el cambio observado es semi-
conservado, segun el cédigo de colores que se raug$tcddigo de colores sigue una norma en funcion
de criterios fisicoquimicos: AVFPMILW en rojo (seequefios e hidrofébicos (incluidos —Y aromaticos),
DE en azul (son acidos), RK magenta (son basi®&BYHCNGQ en verde (son Hydroxyl + sulfhydryl +
amine + G).

El siguiente alineamiento se realiz6 entre isofend@l canal de sodio en
humano con el programa ClustalW?2 (Fig.25) : gi|B8&B3NP_001159435.1 type 1,
0i|37622907|ref[NP_932173.1] type 5 @i|931412]10jref066287.2| type 2,
0i|126362949|ref|[NP_008853.3] type 3, Qi|935878fRP_000325.4| type 4,
0i|111378393|ref|[NP_002967.2| type 7, Qi|765754MPe 055006.1| type 8,
0i|4506813|ref[NP_002968.1]| type 9 (no se ha idalla isoforma 6 por no hallarse la

secuencia completa de la proteina en la base ds datreferencia del NCBI).



Resultados

~
IS

R27H

71137822907 |xef NP _932173.1)
711953587342 |xef |NF_000325.4]
71183141210 | zef |NF_066257.2]
711126362942 |xef|NP_002853.3|
711260166635 |xef|NEF_001159435.
7117657544 | ref |NF_055006.1]
7114508813 | xef|NP_002968.1)
711111372393 |xef|NE_002367.2)

R121W

gi[37622%07 |ref|NP_932173.1]
gi|93587342 ref|NP_000325.4]
gi[93141210|ref|NP_066287.2]
gi|126362949|ref|NP_008853.3|
gi|26016€633|ref|NP_001159435.
gi|7657544 | ref|NP_055006.1]|
gil4506813|ref|NP_002968.1]
gil111378393|ref|NP_002967.2]|

V728l

gi|37622907 |ref|NP_%32173.1|
gi|53587342 | ref|NP_000325.4]
gi[53141210|ref|NP_06&6287.2]|
gi|126362949 | ref|NP_008853.3]
gi|2€0166633 | ref|NP_001159435.
gi|7€57544 |ref|NP_055006.1]|
gi|4506813|ref|NP_002%68.1|
gi[111378393 |ref|NP_002967.2]|

E9Q01K

gi|37622507 |ref|NP_932173.1]
gi| 93587342 | ref INP_000325.4]
gil93141210|ref|NP_066287.2]
gi|126362949|ref |NP_008853.3]
gil2€60166633|ref NP 001159435.
gi|7657544 | ref |NP_055006.1]|
gi|450€813|ref |NP_002968.1|
gil111378393|ref NP _002967.2]

E1032K

gil37622907 |ref |NP_932173.1]|
gi| 93587342 |ref|NP_000325.4]
gil93141210|ref NP _066287.2]
gi|126362549|ref|NP_008853.3]
gil2€0166633|ref |NP_001159435.
gi|7657544 | ref |[NP_055006.1]
gi|4506813[ref |NP_002968.1]|
gil111378393|ref NP 002967.2]

V1340l

gi|37622507 |ref|NP_932173.1]
gi|93587342 | ref |NP_000325.4]
gil93141210|ref|NP_066287.2]
gil126362949|ref |NP_008853.3]
gi|2€0166633|ref NP 001159435.
gi|7657544 |[ref |NP_055006.1]
gil4506813 |ref |NP_0029668.1]|
gil111378393|ref|NP_002967.2]
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N1443S
gil|37622207 |ref INP_932173.1|
gi| 93587342 |ref|NP_000325.4]
gi|93141210|ref INP_066287.2]
gil126362949|ref |[NP_008853.3]
gi|2601€6633|ref |NP_00115%435.
gil7657544 [ref |[NP_055006.1|
gil4506813|ref |NP_002968.1]|
gi[111378393|ref |NP_002967.2]

FDNVGAGYLALLQVATFEGWMDIMYAAVDSEGYEEQPQWEYNLYMYIYFV 1451
YDNVGLGYLSLLOVATFEGWMDIMYAAVDSREKEEQPQYEYNLYMYLYFV 1276
FDNVGLGYLSLLQVATFEGWMDIMYAAVDSENVELQPEYEDNLYMYLYFV 1454
FDNVGAGYLALLQVATFKGWMDIMYAAVDSRDVELQPVYEENLYMYLYFV 1449
FDNVGFGYLSLLQVATFRKGWMDIMYAAVDSRNVELQPEYEESLYMYLYFV 1464
FDNVGAGYLALLQVATFEGWMDIMYAAVDSEEKPDEQPEYEDNIYMYIYFEV 1445
FDNVGLGYLSLLQVATFKGWTIIMYAAVDSVNVDEQPEYEYSLYMYIYFEV 1427
FDNVGNGFLSLLQVATFNGWITIMNSATDSVAVNIQPHFEYNIYMYCYFTI 1174

ckEhkE KkekekhEEoEEk - kE tEk -k -kE E - x *Ekk Tk -

G1743R
gl|37622307 |ref |[NF_932173.1 CLEQ GLLSPILNIGFFYCDFTLPNS-N GEDAC He) 1750
gi|9358734Z|ref|NP_000325.4 F LMPILNSGFPDCDPNLENP! QGH C 157a
gi|53141210|ref |NP_066287.2 F 1754
gi|126362949 | ref |[NP_008853.3 F 1749
33 35. F 1764
1744
1727
1474

Figura 25. Alineamiento de las distintas isoformas del cat@kodio en la especie humana. (El criterio
de analisis es igual al del alineamiento anterior).

A continuacidn se muestra una tabla resumen copdsisiones estudiadas y su

grado de conservacion segun especies e isoformabta(TI3).

Tabla 13. Grado de conservacidn entre especies e isofornmapasiciones dealteraciones no
conocidas.

Variante Alineamiento entre especies  Alineamiento entre isoformas
R27H Igual entre especies Conservado
R121W Igual entre especies Conservado
V728l Igual entre especies Conservado
E901K Igual entre especies Igual entre isoformas
E1032K Conservado Semi-conservado
V1340l Igual entre especies Igual entre especies
N1443S Igual entre especies Semi-conservado
G1743R Igual entre especies Igual entre especies



3.2. Mutaciones de cambio de sentido

Todas las mutaciones detectadas menos una sonpale‘nissense”. Las
mutaciones de cambio de sentido o “missense” sosadas por el reemplazo de un aa
por otro. La importancia del cambio dependera dessaa que se intercambian son mas
0 menos parecidos, de la region de la proteinasgueate y de si la region en la que se

encuentren esta mas o menos conservada entreesspésoformas.

3.2.1. Propiedades de los aminoacidos

En la tabla 14 se muestra una comparativa de ldiseis hidropaticos y la
distancia de Grantham de los aa de las variantevasuencontradas. El indice
hidropatico indica el grado de afinidad a ambieamssos de los aa implicados.

Tabla 14.Comparacion de propiedades hidropaticas del amind@salvaje frente al mutado.

*Polaridad / indice Polaridad / indice
Cambio de #Distancia de hidropatico hidropatico
aminoacido Grantham

aminoacido salvaje aminoacido mutante
R>H 86 Bésico Bésico
R>W 101 Basico (+) / -4,5 Aromatico / -0,9
V> 29 Apolar-alifatico / -4,2 Apolar-alifatico / -4,5
E>K 56 Acidico (-) /-3,5 Basico (+) / -3,9
N>S 46 Polar-sin carga / -3,5 Polar-sin carga / -0,8
G>R 125 Hidrofébico Bésico

* Escala que combina la hidrofobicidad y la hidtwiidad; puede utilizarse para predecir qué
aminodcidos se encontraran en ambientes acuostmréganegativos) y cuales en un ambiente
hidrofobico (valores positivosj El indice de Grantham es una medida de la disiaakientre
los aa, tiene en cuenta, el volumen, el peso, larjplad y la composicidon de carbono. Los
cambios de aa con un valor de la distancia de ®ram entre 5-60 se consideran

“conservadas”, entre 60-100 “no conservadas” y > Qradicales” (Tavtigian et al. 2008).



3.2.2. Programas de prediccion de patogenicidad

= Pmut. Los resultados del andlisis con el programa Pnaurteri resumidos en
la tabla 15.

Tabla 15.Prediccién de patogenicidad del programa Pmut.

Salvaje Mutado Posicién Fiabilidad* Prediccion
R H 27 2 Patogénic
R w 121 8 Patogénic
Vv I 72¢ 9 Neutre
E K 901 6 Patogénic
E K 103z 2 Neutre
N S 144: 2 Neutre
Vv I 134( 6 Neutre
G R 174z 6 Patogénic

*Los rangos de fiabilidad varian entra 0 (baja fildtad) y 9 (muy fiable.)

= Polyphen2(Polymorphism Phenotyping). Los resultados delisisaon el

programa Polyphen2 vienen resumidos en la tabla 16.

Tabla 16.Prediccion de patogenicidad del programa PolypHers rangos de puntuacion son: 0,6-
1 (probablemente patogénica), 0,3-0,6 (posiblempategénica) y <0,3 (benigna).

Salvaje Mutante Posicion Puntuacion Prediccion
R H 27 0,996 Probablemente patogénica
R w 121 0.998 Probablemente patogénica
\% I 728 0.632 Probablemente patogénica
E K 901 0.962 Probablemente patogénica
E K 1032 0.0 Benigna
N S 1443 0.993 Probablemente patogénica
\% I 1340 0.903 Probablemente patogénica

G R 1743 0,998 Probablemente patogénica



3.3. Mutaciones de coddn de parada prematura

Encontramos en nuestro grupo de pacientes una émitaciéon de codén de
parada prematura E1152X en el exdn 19 del gen.\&siante provoca un corte de la

proteina entre los dominios DIl y DIII, justo arfatad del tetramero.

3.4. Variantes intronicas

Se han detectado 7 variantes intronicas, cinco llde antes decritas en la
literatura como polimorfismos, IVS2-25g>a, IVS2-24clVS9-3c>a, IVS10-24g>a y
IVS16-6¢>t, el resto no estan descritas, IVS8+23ci{S14-17t>a. Se han analizado
las dos no descritas por tres programas bioinfocas{Tabla 17-Figura 26-28) que dan
informacion acerca de los sitios de corte y empafnpeoteinas que intervienen en el
procesamiento. Los programas de analisis ESEFindéetgene detectan un cambio
entre los sitios identificados como aceptores yadores entre la proteina salvaje y la

mutante.

El programa ESEFinder detecta la desaparicidnitielde union a las proteinas
SRp40 (IVS8+21c>t) y SC35 (IVS14-17t>a) respectivamente pudiendo afectar al
“splicing”. Las proteinas SRP (del inglés “Signadagnition Particle”) son proteinas
que reconocen ESEs (del inglés “Exonic Splicing dwers”) y se unen a ellas

activando la maquinaria de corte y empalme.

El programa Netgene2 detecta una posicion nuew sitio aceptor (263) en el
caso de la variante IVS8+21c>t y una posicion nuaveel sitio donador (64) en la
variante IVS14-17t>a.

El programa NNS no detecta ninguna variacion dagelos proteinas, salvaje y

mutante en ninguna de las dos variantes.

Tabla 17 Variantes intrénicas encontradas se analizan pwogramas de prediccién de
alteracién del “splicing”

ESEFinder 3.0 Netgene2 v.2.4 NNS

IVS8+21c>t afecta afecta no afecta

IVS14-17t>a afecta afecta no afecta



v' Resultados del programa ESEFinder:

IVS8+21c>t

ESEfinder

SCHSA - NM_198056.2 - [€.935-35 (Intron 7) - £.998+138 (Intron 8)]

BRF+I EE +20 B2E+30 2AE+40 BRF+50

meferem:e S

TGCTCAAGAACGGCACCTCTGATGTGTTACTGTGTGGGAACAGCTCTGACGCTGGtiTATGTGGCACCTACCACCC-GGGTCTCCTTGTCCTGCCAGGGGAGTCTCCTGGT

RESCUE-ESE

ESEfinder

99g+10 998 +30 598 +40 B9g+50

Mutated Sequence

250 B50 B70 B30 Gag e +21
TGCTCAAGAACGGCACCTCTGATGTGTTACTGTGTGGGAACAGCTCTEACGETGERETATGTGGCACCTACCACCCTRGGTCTCCTTGTCCTRCCAGGGGAGTCTCCTGET,

RESCUE-ESE

IVS14-17t>a

SCNSA - NM_198056.2 - [£.2263-136 (Intron 14) - £.2363 (Exon 15]]

ESEfinder
5035 itz
Score: 3.53
225380 2263-20 2263-70 2263-60 263-50 lp2ga-40 2253-30 T 263-10
Reference GAGG CCCTGCCACAGCAAGAGTCAAGAGGCAGGTGCCCCTGCTGGCCAGGEAGTCTTTCCATCCCARACAATICCTGETCCCTCCTCAGETCTTCACAGGGATTT TCACAGCAGAGATGACC]
RESCUE-ESE
ESEfinder

3-30

253+ F263-20 263-70 [263-60 l2263-50 225340 p263-30 pesalz0 E263-10 263 280 220
Mutated SEQIIEIII:E uAGGGAGCCCCTGCCACAGCAAGAGTCAAGAGGCAGGTGCCCCTGCTGGCCAGGGAGTCTTTCCATCCCAAACAATA.CCTGCTCCCTCCTCAGkﬁTCTTCACAGGGATTTTCACAGCAGAGATGACCT

RESCUE-ESE

Figura 26. Resultados ESEFinder.



v' Resultados programa Netgene:

IV§E+11c=t
W Accepeow splice sites, divect srand Fiokilicad
pos 5—s3’
| 90 ACCTCCCCAWABCCCTOOAT | 0.0
139 | CCCTCACCAG CATGATGITT | 0.18
158 | TCTCTTACAGAAMATTACCT | 096
175 CCTGCTCAAGAACGGCACCT | 02
321 CTGACCCCAG GGACAGUGAG 0.0
AT Acceptor spiice sites, dwvect strand
posS_ 3"
90 ACCTCCCCAG AGCCCTGGAT 0.0
129 | CCCTCACCAG CATGATGTTT | 0.1¢
153 | TCTCTTACAGASAMATTACCT | 0.96
175 CCTGCTCAAGTAACGGCACCT | 0.2
263 CCTGCTCAAGTAACGGCACCT 0.0
321 CTGACCCCAG" GHACAGT GAG | 0.0
IV514-1Tt=a
wT . Donor splice sitzs, conglement strand _ Fomlidad

Pos3 S’ posS_—u3’
437 #4 | GTCCAGCCAGMGTACCAGGCG 00
MUT | Donr splice sites, conplement soand |
pesd_ 5 posi 3
as? 74 | GTCCAGCCAGGTACCAGGCG | 00

64 287 GAGGGAGCAG"GTATTGTTTG LR

Figura 27. Resultados Netgene.



Resultados programa NNS:

I Salvaye
| Prediccion del stio donadoy
| Skart End Secore
216 220 0.52
Pradiccion del stio aceptor
Start End Score
Ta 110 0.79
izs 173 0.79
43 283 0.57
201 24l 0.55
229 bl ) .81
{ Mictante
l Prediccidn del stic donadoy
| Staxt End Scoxe
Z16 230 083
| Prediccion del sitio aceptor
| Ztart End Zooye
70 110 0.79
138 178 .79
i 252 ﬂ.‘“‘l‘!
301 3L 0.65
F29 279 0.51
IVSK-1Tt=a
I Salvaje
| Prediccién del sitio aceptor
129 153 0.399
129 172 0.30
2492 252 0.558
| Murante
Predicaion del shio aceptor
1z3 163 0.9%
129 179 %90
z4z  z8z 0.58

Figura 28. Resultados NNS.

Exon Imkxon

acgctgggt argsgg

Intron Exon

gugagqeerccaceccces A agecevggacgeaaggeaga
agcavgargeeecvcrrac A aazavvacengevcaagaac
cgggtetccttgrectgee A gggagbetcctggugtette
ctareuatgeccvgacccs A ggacagegaggocttottes

SEtgtahcoatvacehgac ag gaceetbocooagetccas

Exon Intxon

a:gc!:gggt argtgg

Intyoen Exon

grgaggtchacadcchcces ag agccctggargcaaggcgga
agcatgatgttbtctottac ag ddaattacctgctcaagaac
vggguecrcevtgucenges A gggagrevcenggrgurene
cvattvasgecctgacces A ggacagegaggecetctrty

srugrerccavvacergec A gaccerrecccagetnaccc

caartccrgencccrccne A grcvvcacagggantercac
teccvectcaggnetrcac A gravteecacageagagaryg

cageatcatcqrcatcees A cobcamggagengggcctgr

caavaccegorcecveene A grerncacagggartoncac
tcectcetcaggtettcac (] ggattercacageagagary

cageavcaregreavecrs Q] covcarggagengggocegy

Resultados

Qo
[N



3.5. Polimorfismos hallados. Frecuencia alélica

En total se detctaron 21 polimorfismos, 4 variami@svas y 17 conocidas, todas

ellas repartidas a lo largo de la proteina (Tablal&z son sin6nimas, 4 no sinénimas

y 7 variantes intronicas. Las variantes nuevasefecto sinonimo detectadas, V232V y

S667S, no se encuentran localizadas en regionsgmsor que puedan alterar el corte y

empalme por lo que las hemos considerado no patag*los cambios en el primer

nucleodtido o los dos ultimos de cada exon podritanaa el “splicing”).

Tabla 18 Relacion de los polimorfismos hallados, indicarelcefecto del cambio de nucleétido,
estado, localizacién en la proteina y la bibliogeaén la que se referencia.

Cambio

nucleétido

g87a
rs6599230

c100t
rs6791924

IVS2-25g>a
rs7636280

IVS2-24c>t
rs41258344

IVS8+21c>t
c696a

c717t
rs41285129

IVS9-3c>a
rs4131243

c1302t
rs41313699

IVS10-24g>a
rs7428779

Cambio de

aminoéacido

A29A

R34C

V232V

12391

FA34F

Efecto

sinénimo

cambio de

sentido

sinénimo

sinénimo

sinénimo

Estado

conocido

conocido

conocido

conocido

Nuevo

Nuevo

conocido

conocido

conocido

conocido

Localizacion
en la Referencia
proteina
N-terminal  Avdinetal
2005
N-terminal Mank-Seymour

2006

- Millat et al 2009

- Millat et al 2009

- Este estudio

DI-S4 Este estudio
DI-S4/S5 Millat et al 2009
- Aydin et al
200¢
DI/DII Este estudio

Aydin et al
2005



al673g H558R cambio de  onocido DI-DII Chen et al 2007:
rs1805124 sentido

t1587¢c 15291 sinbnimo ~ conocido DI/DII Millat et al 2009
rs45624133

c2001t S667S sinénimo Nuevo DI/DlI Este estudio
IVS14-17t>a - - Nuevo - Este estudio
IVS16-6¢>t - - conocido - Paulussen 2004
rs41260344

g2961c Q987H cambio de conocido DII-DIII Takahata 2003

sentido

g3183a E1061E sinénimo conocido DII-DIII Aydin et al
rs7430407 2005

g3578a R1193Q cambio de  onocido DII-DIlI Arnestad et al
rs41261344 sentido 2007

g4218c G1406G sinénimo conocido DIII-S5-S6  Millat et al 2009

S1503S . .
4509t Watt h

¢ sinénimo conocido DII-DIV attanasirichal

rs45548237 goon et al 1999
D1819D o _ .

t5457¢ sin6nimo conocido  C-terminal  Chen et al. 2004

rs1805126

Se calcularon las frecuencias alélicas de cadanpdismo destacando 4, tres
variantes sinénimas, que aparecen con una freaueuperior al 20% en nuestra
poblacién, en el exon 2 A29A, H558R en el exon HPO61E en el exon 17 y en el
exon 28 la variante D1819D (Tabla 19). El polim&mib del exon 12, H558R, con una
frecuencia alélica del 34,1%, ejerce un efecto ramitw en algunas mutaciones
estudiadas y sélo se ha detectado en homocigos3sfamiliares de los portadores de
mutacion. Este polimorfismo se ha estudiado cotintés mutaciones, modulando
positivamente/negativamente su efecto e inclusmitiendo el transito a membrana de
la proteina (transito defectuoso debido a una manacTambién esta asociado a una

mayor frecuencia de fibrilacién auricular.



Tabla 19 Frecuencia alélica de los polimorfismos halladosnuestra serie.

Exon Polimorfismo  Presencia en n°® de pacientes Frecuencia alélica
(Heterocigotos/Homocigotos) (Heterocigotos/Homocigotos)

2 A29A (17/31) 18,3/33,3

2 R34C (2/0) 2,2/0
Intrén 2 IVS2-25g>a (1/0) 1,1/0
Intrén 2 IVS2-24c>t (1/0) 1,1/0

6 V232V (1/0) 1,1/0

7 12391 (2/0) 2,2/0
Intrén 8 IVS8+21c>t (1/0) 1,1/0
Intrén 9 IVS9-3c>a (11/0) 14,3/0

10 FA34F (2/0) 2,2/0
Intron 10 IVS10-24g>a (6/0) 9,9/0

12 H558R (29/0) 34,1/0

12 15291 (4/0) 6,6/0

H558R+1529] 210 2,2/0

13 S667S (1/0) 1,1/0
Intron 14 IVS14-17t>a (1/0) 1,1/0
Intron 16 IVS16-6¢>t (1/0) 1,1/0

17 Q987H (1/0) 1,1/0

17 E1061E (20/22) 27,5/25,3

20 R1193Q (1/0) 1,1/0

23 G1406G (2/0) 2,210

26 S1503S (2/0) 2,2/0

28 D1819D (30/10) 51,6/12,1



4. TECNICA DHPLC. METODO DE CRIBADO

Hemos detectado distintos polimorfismos 0 mutagoae 15 de las regiones
codificantes estudiadas. Cada region se inteniénatr por la técnica de dHPLC para
que se incluyera en el cribado de muestras y serueimicamente las muestras con
perfiles andmalos. Se ha conseguido la optimizadcién 9 de las 15 regiones
codificantes (60,0%) que supone un ahorro del 28%sl regiones totales a secuenciar
(Figura 29).

Los amplicones optimizados y la temperatura/s dei@h vienen indicados en la
tabla 20.

Tabla 20 Exones optimizados mediante la técnica dHPLC.

Amplicon Tipo de alteracion Variante T2 6ptima elucion(°C)
Exén 3 Mutacion nueva R121W 60,6-60,7-60,8
Exén 7 Polimorfismo 12391 62,5
Exén 10 Variante intrénica IVS9-3c>a 61,5-61,3
Exén 12 Mutacion nueva- R620H*-H558R 64,3-63,9

Polimorfismc
Exén 13 Polimorfismo S667S 64,5-64,6
Exo6n 14 Variante de significado V728l 62,5-62,6
inciertc
Exén 16 Mutacién conocida E901K 61,8
Exén 23 Mutacién conocida V1340l 61,8
Exdn 28.3 Polimorfismo D1819D 61-61,2

* Mutacion detectada en un paciente de miocarditgpdilatada



Ex6n 13

Exon 28.3

Figura 29. Perfiles de elucion de los
exones optimizados por dHPLC,
comparacion del perfil anormal con
uno salvaje.




4.1. Comparacion de la técnica dhplc vs. secuenciac

Fueron analizados los perfiles de elucién de algut®los pacientes incluidos
en este estudio para los exones optimizados meddAPLC, y se determind si se
consideraban perfiles salvajes o andémalos (Tabla Pds comparamos con los
resultados obtenidos en la secuenciacion del cknabdio para estudiar la sensibilidad
y especificidad de la técnica de cribado utilizattdPLC.

Tabla 21 Estudio de la sensibilidad y especificidad déélenica de dHPLC.

con | N Nf’ N° variantes o N Sensibilidad Especificidad
perfiles por (%) (%)
andmalos secuenciacion
3 90 8 5 3 0 100 96,3 62,5% 100%
7 95 2 2 0 0 100 100 100% 100%
10 96 14 14 0 0 100 100 100% 100%
12 96 34 34 0 0 100 100 100% 100%
13 94 1 1 0 0 100 100 100% 100%
14 95 1 1 0 0 100 100 100% 100%
16 57 11 1 10* 0 100 82,1 9,1% 100%
23 36 1 1 0 0 100 100 100% 100%
28.3 41 19 18 1 0 100 95,6 94,7% 100%

* La deteccion de un elevado numero de falsos ipasiten el exén 16 es debido a la presencia de una
repeticion en tandem [CA]n (considerada polimorfis(iiVang et al. 1996)) al final del exdn en las que
varia el nimero de repeticiones. Se pudo confiTnadiante secuenciacion so6lo en algunos casosopor |
que se han determinado como falsos positivos pasgurcion.

Resulta obvio que lo ideal seria trabajar con paseblliagnosticas de alta
sensibilidad y especificidad, pero esto no sienagreosible. En general, las pruebas de
cribado deben ser de alta sensibilidad para paj#aca todos los enfermos. La técnica
de cribado escogida tiene una sensibilidad del 1886%os exones optimizados, sin
presentar ningun falso negativo por lo que es niicaz en la deteccidon de posibles

alteraciones en los individuos a estudio.



5. GRANDES REORDENAMIENTOS GENICOS EN EL GEN SCN5A

Las muestras de 67 pacientes (71,3% de la poblaeiditos que no se detectd
ninguna mutacion causal en el canal de sodio fuanatizados mediante la técnica de
MLPA para la deteccion de posibles deleciones olichgones en el gen. Se

procesaron en tandas de 6 muestras mas dos cer{gi@mpre utilizando los mismos).

No se detectd ningun gran reordenamiento génial eanal de sodio cardiaco.
Los resultados se expresan como el valor de las &e cada pico normalizado con
respecto a dos controles sanos, sin historia fandk muerte subita. En la figura 30 se
muestran mediante diagrama de puntos los resul@&lesa muestra, todos los picos
correspondientes a las sondas tienen un valoreder@rmalizado cercano a 1.

H380

= R e w‘/\v‘v*\/ v

0.6

04

02

g

Bp21.3
EXONIS
EXON19
EX ONZ0
EX ON1E
13014
EXONE |
EXONZ2 |
EXON14 |
EXONT |
EXON23 |
15621 |
EXONT |
EXONzS |
EXONS |
EXONI1 |
EXONZT |
527 |
EXONI |
EXONZ5 |
EXON1G |
1711 |
EXON24 |
EXONS |
3p21 |
EXONIZ |
EXONID |
EXONZ5 |
731 |

Figura 30. Representacion grafica de los resultados de lastnagd390.

6. RELACION GENOTIPO-FENOTIPO

6.1. Comparativa clinica, factores moduladores e $iioria familiar de portadores

frente a no portadores

Se analizaron y compararon distintos parametrasicos en el grupo de
portadores de alguna mutacién (12), incluyendo gmdbs y familiares con ECG tipo |,
frente al de no portadores (68), incluyendo probantb portadores con ECG tipo | ya
gue ninguno de los familiares no portadores esdfdaado (Tabla 22). Ocho de los 12
portadores (66,9%) present6 un ECG basal diagdstate a 36 del grupo de los no



portadores (52,9%) (p=0,062). La edad de presémtam los grupos fue: 39,5 + 14,5
vs 40,5£13,9 de portadores y no portadores resjaectnte.

Ningun portador sufri6 una MS aunque si existenaSos de MS familiar
(41,7%), en el grupo de no portadores hubo 3 cdsddlS (4,4%) y 15 casos de MS
familiar (22,1%) (p=0,331). En 4 de los portado{&3,3%) se realizd el diagnostico
gracias al test de provocacion farmacolégico fren82 de los no portadores (47,1%).
Se produjo 1 caso de sincope de origen cardiogémicel grupo de los portadores
(8,3%), frente al otro grupo de pacientes en las spiregistraron 9 casos de sincope
(13,2%). Se tiene constancia de que 1 de los cisefcope en el grupo de portadores
fue desencadenado por un episodio febril (8,3%3%. dmlos portadores que presentaron
sincope en algun momento de su vida, eran portadi@da misma mutacion, G1743R.
En cuanto al estudio electrofisiologico (EEF) fumm@nal en dos de los 12 portadores
(N=6, 33,3%) y en 3 de los 68 no portadores (N2213%) (p=0,049).

En cuanto a la poblacion pediatrica, tres de nogestasos indices tenian menos
de 16 afos (3,2%) y en ninguno de los tres casdgteetd ninguna alteracion génica

causal en el gen SCN5A.



Tabla2z. Caracteristicas clinicas de pacientes con EC@ui@stico (tipo 1), portadores frente a no

portadores

N

Edad

Edad dco
Sexo (varon)
Motivo dco

Parada cardiaca
resucitada

Sintomas

Casual

Estudio familiar
Eventos previos

Sincope con fiebre

Sincope
cardiogénico

Palpitaciones
DAI
Descarga DAI
EEF

ECG tipo |
espontaneo

ECG tipo | fleca
ECG tipo | fiebre

ECG tipo |
alternante

MS familiar

Fibrilacion
auricular

Meses en
seguimiento

Portador
12
40,6+15,7
39,5+14,5

10 (83,3%)

0 (0%)

1 (8,3%)
8 (66,7%)

3 (25%)

1 (8,3%)

1 (8,3%)

1 (8,3%)

2 (16,6%)

0 (0,0%)

2 (33,3%)

8 (66,7%)

4 (33,3%)

1 (8,3%)

4 (33,3%)

5 (41,7%)

0 (0,0%)

29,8+15,1

No portadol

68
41,8+13,3
40,5%13,9

58 (85,3%)

3 (4,4%)

17 (25,0%)
47 (69,1%)

1 (1,5%)

7 (10,3%)

9 (13,2%)

7 (10,3%)

7 (10,3%)

2 (2,9%)

3 (4,4%)

36 (52,9%)

32 (47,1%)

2 (2,9%)

25 (36,8%)

15 (22,1%)

2 (2,9%)

28,4+20,6

Total

80
41,2+14,5
40,0+14,2

68 (85,0%)

3 (3,7%)

18 (22,5%)
55 (68,7%)

4 (5,0%)

8 (10,0%)

10 (12,5%)

8 (10,0%)

9 (11,3%)

2 (2,5%)

5 (6,2%)

44 (55,0%)

36 (45,0%)

3 (3,7%)

29 (36,2%)

20 (25,0%)

2 (2,5%)

29,1+ 17,8

Sig. (p<0,05

0,734
0,833

0,219

0,544

0,312
0,278

0,730

0,848

0,954

0,544
0,223
0,780

0,049

0,062

0,062

0,189

0,156

0,331

0,623

0,784

Probando:
76
41,8+13,7
40,6x14,1

65 (85,5%)

3 (3,9%)

18 (23,6%)
54 (71,1%)

1 (1,3%)

1 (1,3%)

9 (11,8%)

4 (5,26%)

9 (11,8%)

2 (2,6%)

5 (6,6%)

43 (56,6%)

33 (43,4%)

4 (5,3%)

26 (34,2%)

18 (23,7%)

2 (2,6%)

28,1+ 21,5



6.2. Estudio familiar

Familia H568 RP2-Exon2

Figura 31. Arbol familiar y electroferograma diagndstico defamilia H568.

El caso indice de la familia H568 es portador delaacion R27H en el exén 2
del SCN5A, varén de 46 afios con ECG basal entodlltip Il con test de provocacion
de flecainida positivo. Su hermana, de 42 afiogsportadora. Se le realiz6 el test de
provocacion y resultd anormal aunque no diagnastigafrio varios sincopes
vasovagales, todos de pie, pero el ECG y la ECOnsomales. Sin embargo los tres
hijos (dos varones y una mujer) del probando satagores de la mutacién y sélo uno
de ellos esta afectado (lll.1), dando el test dequacion positivo. 111.2 y 111.3, varon y
mujer respectivamente, tienen un ECG normal ystlde el caso de 1.2 es negativo, no
se realizo el test en la paciente 1.3 debido amta edad. No fue posible completar el
estudio familiar en otros miembros (I1.4-11.8) (Brg 31-Tabla 23).

Tabla 23 Estudio genotipo-fenotipo de la famil#b68.

Linea  Sexo Edad Genotipo Diagnéstico P/F  Sincope  ECG Testfleca DAl

familiar tipol
i1 Vv 46 + Afectado P N ECG tipo + N
1.2 M 42 B, Anormalno g Sin. N Patolog.no
diagnostico vasovagal diag.
1.1 v 20 + Afectado F N Patolog. + N
no diag.
1.2 \Y, 18 + Normal F N N - N
1.3 M 12 + Normal F N N NR N

P/F Probando/ Familiar. NR no realizado. N no/ S si
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Figura 32. Arbol familiar y electroferograma diagndstico defamilia H95.

En el probando de la familia H95 se detectd la mam V728l (111.19). Un
varon asintomatico de 55 afios sin antecedentesSiéaMiliar, con ECG basal tipo |
alternante y prueba de flecainida positiva, sin @b el EEF fue normal. Se evaluaron
8 familiares, 5 mujeres y 3 varones, todos ellas EGG normal y no portadores de la
mutacion. El test de flecainida en 3 familiares goeportan la mutacion fue negativo
(Figura 32-Tabla 24). Su madre estaba diagnostidadgB aunque con ECG alternante,
fallecio por causas ajenas a la patologia y pgubno tenemos muestra para el analisis
genético.



Tabla 24 Estudio genotipo-fenotipo de la familia H95.

Linea
S Sexo Edad Genotipo Diagnéstico  P/F
.11 M (Efi?us) mlz\'e"stra Afectado F
.19 V 57 + Afectado P
.21 M 72 - Normal F
V.1 \Y, 18 - Normal F
V.2 M 37 - Normal F
V.3 M 48 - Normal F
IV.5 M 43 - Normal F
V.3 V 25 - Normal F
V.4 \Y 26 - Normal F

P/F Probando/ Familiar. NR no realizado. N no/iS s

Sincope

ECG
tipol

Tipo
Nyl

Test fleca DAl

NR N
+ N
- N
NR N
- N
- N
NR N
NR N
NR N
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Figura 33. Arbol familiar y electroferograma diagstico de la familia H578.

El caso indice de la familia H578 es un varén deaBbs portador de la
mutacion E901K, ha sufrido dos sincopes a lo latgosu vida, uno ortostéatico al
levantarse de la siesta y otro vasovagal por ldhenad levantarse, tiene un ECG
constante de SB. Su hermana, 111.19, de 30 afiobi¢anha sufrido sincopes, aunque
claramente vasovagales, no es portadora de la initgel ECG es normal. El padre
del probando, 1.9 (70 afios), de genotipo posith@ sufrido también sincopes
vasovagales, presenta un ECG patologico no diagno§itra hermana del probando de
42 afos, 111.10, es asintomatica pero con un EC@oslol que hace considerarla como
posiblemente afectada, también es portadora detacion (Figura 33-Tabla 25).



Tabla 25.Estudio genotipo-fenotipo de la familit578.

Linea
familiar

1.9

11.10

.12

.17

.19

V.1

V.2

V.7

P/F Probando/ Familiar.

M

70

42

41

35

30

19

13

14

Sexo Edad Genotipo Diagnostico P/F

+ Afectado F
+ Afectado F
- Normal F
+ Afectado P
- Normal
- Normal F
- Normal F
mllj\leostra Normal F

NR no realizado. N no/ S si

Sincope 29¢
P tipol
Sin. Dudoso
vasovagal
N Dudoso
N N
2
sincopes
Sin N
vasovagal
N N
N N
N N

Test
fleca

NR

NR

NR

NR

Pendiente

Pendiente

NR

DAI

N

N
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Figura 34. Arbol familiar y electroferograma diagnéstico efamilia H596.

El probando de la familia H596 (Il.1), varon de dfos asintomatico, es
portador de la variante E1032K. Tiene un patroctedeardiogréafico tipo | constante.
Su hermana de 30 afios, 1.2 ha sufrido 2 sincapsgseshosos de origen arritmico, esta
afectada clinicamente pero no es portadora de l@aadn. El padre del probando
presenta un ECG dudoso, se le realizé el test deopacion que did positivo, sin
embargo tampoco es portador de la mutacion. Laenaadlresta afectada clinicamente,
tiene un ECG vy test de flecainida normales y esadora de la mutacion. En esta
familia se confirma que la variante genética nsegrega con la enfermedad. Se ha
implantado un DAI a la paciente con ECG de Brugad@ncopes de probable origen
arritmico (Figura 34-Tabla 26).



Tabla 26.Estudio genotipo-fenotipo de la famil#b96.

Linea ) ) ) ECG
- Sexo Edad Genotipo Diagnéstico P/F  Sincope ) Test fleca DAI
familiar tipol
11.14 M 47 + Normal F Sin. N - N
vasovagal
.13 \ 48 - Afectado F N Dudoso + N
.18 \ 30 + Afectado P N S + N
. S
.19 M 28 - Afectado F  2Sin. N +
Cardial. (2008)
P/F Probando/ Familiar. NR no realizado. N no/ .
Familia H97 E1152X-Ex6n19
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Figura 35. Arbol familiar y electroferograma diagndstico kdefamilia H97.

El caso indice de la familia H97 (IV.l) es un vamdm 25 afios que presentd un
presincope con mareo Yy dolor toracico que llevoC& Eliagnostico. EI EEF resultd
normal y no fue posible el test de provocacion. rBeomend6 al paciente la

implantacion del DAI, decidiendo finalmente no se¢mrecomendacion del clinico.



Se detectd una alteracion no conocida en el exémel9en SCN5A que
provoca un coddén de parada prematura, E1152X. awsliires estudiados fueron 3
varones y una mujer (Ill.2), madre del probanddaHmciente tenia un ECG basal
dudoso, siendo el test de procainamida positiymo (1), 1o que llevé a diagndstico.
Dicha paciente estd asintomatica y es portadora deutacion encontrada en el caso
indice. Los dos hermanos del probando (IV2 y I\é8hbos varones de 21 y 19 afios
respectivamente, son portadores de la mutaciénuaucan ECG basal normal y prueba
de procainamida negativa. El padre del probandd)(tiene ECG normal y no es

portador de la mutacion (Figura 35-Tabla 27).

Tabla 27.Estudio genotipo-fenotipo de la famili#d7.

Linea i ; . i ECG

- Sexo Edad Genotipo Diagnoéstico P/F  Sincope . Testfleca DAI
familiar tipol

.1 \Y 48 - Normal F N N NR N
.2 M 49 + Afectado F N Dudoso + N
V.1 V 25 + Afectado P  Presincope S NR N
V.2 Y 21 + Normal F N N - N
V.3 \Y 19 + Normal F N N - N

P/F Probando/ Familiar. NR no realizado .N no/ S si
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Figura 36. Arbol familiar y electroferograma diagndstico defamilia H97.

El caso indice de la familia H684, un varén de Adsa que debutd con sincope
en el 2000. Presenta ECG tipo I, implantandose DAtante el tiempo de seguimiento
sufre 4 episodios de FV, que han precisado descatglaDAI. Tiene dos hermanas
portadoras asintomaticas, una de ellas con undesprovocacion positivo y otra
negativo (Figura 36-Tabla 28).

Tabla 28 Estudio genotipo-fenotipo de la famili#684.

Linea

E— Sexo Edad Genotipo Diagnostico P/F  Sincope ItEipCocls Testfleca DAI
.1 \Y 41 + Afectado P S S NR S
1.2 M 50 + Normal F N N - N
1.3 M 44 + Afectada  F N T:'IDO + N
1.1 M 7 - Normal F N N NR N

P/F Probando/ Familiar. NR no realizado. N no/ S si
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Figura 37. Arbol familiar y electroferograma diagnéstico a@efamilia H598.

El probando de la familia H598 (lll.1), varon de 3a@os que sufrid un
presincope a raiz de un episodio febril (amigdalfultacea) sin presentar ningun
sincope con anterioridad. Se estudiaron a los padaglas 2 hermanas del probando, el
II.4 (padre) de diagnéstico normal no es portadotadmutacion, sin embargo las dos
hermanas 111.3 y Ill.5 y la madre, 1.5, son noregly genotipo positivo. Se realiz6 el
estudio del genotipo de las dos hijas del proband®u sobrina, una de sus hijas no es

portadora de la mutacion (Figura 37-Tabla 29).

Tabla 29. Estudio genotipo-fenotipo de la famik#b98.

Linea ) ) ) ECG
S Sexo Edad Genotipo Diagnostico P/F  Sincope fipol Test fleca DA
1.1 \% 61 - Normal F N N NR N
I. 2 M 59 + Normal F N N - N
1.1 \Y 36 + Afectado P N S* NR N
1.2 M 34 - Normal F N N NR N
1.3 M 29 + Normal F N N - N
1.1 M 4 - Normal F N NR NR N
1.2 M 1 + Normal F N NR NR N
1.3 M 3 + Normal F N NR NR N

* Tras episodio febril. P/F Probando/ Familiar. N#® realizado. N no/ S si.
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Figura 38. Arbol familiar y electroferograma diagndstico kdefamilia 72.

La familia H72 es bastante extensa y se ha podidmimar alguna de las lineas
familiares de tres generaciones. El caso indicel, I¥ un varon de 29 con ECG basal
tipo | aunque alternante, con antecedentes de MM di® abuelo. Nunca ha presentado
eventos pero en el EEF se le provoco una TV queiriégcardioversion eléctrica, lo
cual llevo a la implantacion de un DAI (2004). Dedd implantacion del mismo no ha

requerido ninguna terapia.

El paciente 1.4, varon, fallecié subitamente ad8safios, sufridé un infarto agudo
de miocardio por el que no ingresd y nunca pressitioopes. Tenia un ECG con
alteraciones en la repolarizacion pero no sugestiv8rugada. No se tiene muestra de
sangre por lo que no se pudo llevar a cabo el iesgahético. El caso 11.5, un varon de
82 afos con varios sincopes recurrentes, acabdangtngeo en una MS también era
portador de la mutacion G1743R, aunque con un E&GIqmgico pero no diagnostico
de SB.

El resto de familiares incluidos en el estudio gienéfueron 4 varones y 5

mujeres, de edades comprendidas entre 26 y 53 @ddes los que tenian un ECG



patologico o dudoso son portadores de la mutadiGhmayoria han rechazado la
realizacion del test de provocacion. Dos de losaglores tienen el test de provocacion
normal (Figura 38-Tabla 30).

Tabla 30 Estudio genotipo-fenotipo de la famili#r2.

Linea
» Sexo Edad Genotipo Diagnoéstico P/F Sincope ECG tipol Testfleca DAI
familiar
83 No .
1.3 v Normal F N Patolégico  NR N
(MS) muestra no Diag.
4-5 el
82 ]
.5 v _ + Normal F  ulimo  Patol. No NR N
(Exitus) Diag.
con MS
No
.5 M 53 Normal F N N - N
muestra

1.6 V 55 + Normal F N Dudoso - N

11.120 M 48 - Normal F N N - N
.17 \Y, 43 + Afectado F N S NR N

.19 M 48 - Normal F N N NR N
V.4 \% 29 + Afectado P N Diagnéstico NR 2004)

IV.5 Y 31 + Normal F N N - N

IV.6 M 33 + Normal F N N - N

V.17 M 14 + Normal F N N NR N

V.20 M 26 - Normal F N N NR N

P/F Probando/ Familiar. NR no realizado. N no/ S si
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Figura 39. Arbol familiar y electroferograma diagndéstico kdefamilia H222.

El probando de la familia H222 también es portadi®ria mutacion G1743R,
varén de 74 afos que habia sufrido 3 sincopes t@uehneposo y con EEF positivo. Se
le implanté un DAI en el 2004, aunque no requikdahrga ha sufrido 1-2 sincopes tras
la implantacion. So6lo tenemos muestra de su hijdddefios, con diagnostico normal y

no portadora de la mutacién (Figura 39-Tabla 31).

Tabla 31 Estudio genotipo-fenotipo de la famili#222

Linea
» Sexo Edad Genotipo Diagnéstico P/F  Sincope ECGtipol Testfleca DAl
familiar
3 sin.
1.1 \% 74 + Afectado P I'€P0OSO. Diagnostico NR 2004
1-2 tras
DAI
V.1 M 44 - Normal F N N NR N

P/F Probando/ Familiar. NR no realizado. N no/ S si

Se ha detectado en el probando darailia H876 la mutacion G1743R. El caso
indice es un varon de 60 afios, fue diagnosticasloatrmente de SB, presentando ECG

tipo | sin eventos previos. No tenemos informaaéra familia.



En la tabla 32 se detallan las caracteristicagcabnde las 3 familias portadoras
de la mutacién conocida G1743R.

Tabla 32.Resultados de las tres familias portadoras de GRi4

G1743R portadores no portadores total
N 9 4 13
Varoén 6 (66,6%) 0 6 (46,1%)
Edad 44,0 £ 23,4 25,8 +10,5 42,4+19,9
ECG tipo | 4 (44,4%) 0 4 (30,7%)
espontaneo
Sincope 2 (22,2%) 0 2 (15,4%)
DAI 2 (22,2%) 0 2 (15,4%)
MS 1 (11,1%) 1(25,0%) 2 (15,4%)
(3 familias)

De todos los portadores de mutacion hallados, 5elies ya estaban
diagnosticados clinicamente. El estudio genétieadllal diagnostico de 12 portadores
silentes. Solo un individuo afectado no es portadi®rla alteracion de su familia,
paciente 11.13 de la familia H596, con lo que estaante no determina la expresion del

SB en esta familia.

6.3. Estudio de microsatélites en tres familias ptadoras de la mutacién G1743R

El estudio de genotipado de los 6 marcadores dmsaitelites y el estudio de la
segregacion propuestos confirmo la presencia dentetesor comun (Figura 40). Cada
alelo (paterno y materno) del microsatélite estmliaa sido nombrado segun el tamafio
del fragmento, analizado en el sistema ABI3130.06dds individuos portadores de la
mutacion G1743R tienen el mismo haplotipo “patog&hi{marcado con color negro)
incluso entre probandos de diferentes familiascteffundador). Cada uno de los alelos

representados en la figura 40 es el resultadosd@léxi que se transmiten juntos.
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Figura 40. Segregacién de los marcadores microsatélites strés familias portadoras



6.4. Estudio del polimorfismo frecuente H558R

Se realizé el estudio del polimorfismo frecuentes8B (Tabla 33) con posible
papel modulador, en las familias portadoras de cnuia Se estudio un total de 44
individuos divididos en 4 grupos: afectados con éfjen positiva, no afectados
(confirmado con test de provocacion) con genétmsitiva, no afectados con genética
negativa, y pacientes con ECG patoldgico pero mgrdistico. EI grupo de mayor
interés es el de no afectados con genética pogitivea darle una posible explicacion a
la penetrancia de las variantes, 2 de los indivsdi®meste grupo (22,2%) presentaron el
polimorfismo en los dos alelos (homocigoto mutargadliendo representar esto un
efecto modulador del polimorfismo en homocigosisreda mutacion y ser la razon por
la que dichos pacientes no muestran el fenotipotade. Curiosamente también un
familiar (100%) con ECG patolégico no diagnosticeesenta en homocigosis el
polimorfismo. Por otro lado el 80% (4 de 5 pacishtde portadores homocigotos para
el alelo salvaje tenian ECG diagnostico.

Tabla 33 Estudio de frecuencia alélica del polimorfismo HB58

Polimorfismo Afectados /Gen+ No afectados No afectados/ gg[or!%iﬁgg

H558R (a>Q) (N=14) /Gen + (N=9) Gen — (N=20) /Ge?1+(N:1)
AA 4 (28,6%) 1(11,1%) 11 (55,0%) 0 (%)
AG 10 (71,4%) 6 (66,6%) 9 (45,0%) 0 (%)
GG 0 (0,0%) 2 (22,2%) 0 (0,0%) 1 (100%)

Se analizaron todos los portadores de mutaciomppsentaban el polimorfismo
(en heterocigosis u homocigosis), un 73% de eltgmsentaron sincope y solo un

37% mostraban ECG tipo | espontaneo.



El estudio del efecto modulador del polimorfismo58R viene representado en
la figura 41, en la que se representa medianta®atporcentaje de individuos de cada
grupo que presenta el polimorfismo en heterocig@) o en homocigosis (GG). La
representacion grafica de los distintos grupos: ctaflos/genética positiva,
sanos*/genética positiva (*clinicamente sanos cov#tdo con test de provocacion e

incluyendo el paciente patolégico no diagndsticeagos/genética negativa.

M Afectados/ Gen+ M Sanos/Gen+ W Sanos/ Gen -

71,40%

AA AG GG
Figura 41. Representacion de la frecuencia alélica del poliisaro comin H558R.

La presencia del polimorfismo H558R en homocigpsiede producir un efecto
modulador positivo en los pacientes portadoresaderiutaciones E901K y E1152X en
el gen SCN5A.



6.5. Prediccion de patogenicidad de las variantesiavas encontradas

La tabla 34 resume el estudio realizado a las n@sanuevas detectadas (en el

momento de su descubrimiento). Tras valorar laactaristicas de cada mutacion y

teniendo en cuenta la segregacion con la enfermegdiachusencia de la alteracion en

controles sanos, consideramos las variantes E1$329%01K (recientemente publicada

como mutacién) encontradas como causantes de tdogit, y la E1032K como

polimorfismo, ya que no segrega con la enfermedadtof determinante en la

prediccion). Dos de las variantes posteriormentedi@do publicadas como mutaciones,
R121W y V1340Il. Las variantes V7281 y N1443S nohsepodido confirmar que
segrege con la enfermedad, debido a la corta esldmsdamiliares de los que se tiene

muestra y la no afectacion de los mismos, no ofestanalos los individuos afectados

poseen la mutacion.

Tabla 34.Tabla de la prediccion de patogenicidad de lasauigines nuevas encontradas.

Variante

R121W

V728l

E901K

E1032K

E1152X

V1340l

N1443S

Prediccion . .
Alineamiento
Pmut/PolyPhen2 .
especies-isoformas
Patogénica/
Probablement Igual/conservado
Neutra/
Posiblemete Igual/conservado
Patogénica/
Probablement Igual/igual
Neutra/Benigna
Conservado/semiconservado
Neutra/

Probablemen Igual/lgual

Neutra/

Probablement Igual/semiconservado

101

29

56

56

No

29

46

Si

Si

Si

con la

No

Distancia Segregacion | gcalizacion
de

Grantham enfermedad

en la proteina

N-terminal

DII-SI

DII-S5-S6

DII-DHl

DII-DHI

DIII-S5

DIll-S5-S6

Encontrada
controles

sanos

No

No

No

No

No

No

No



6.6. Sensibilidad y especificidad del test farmaafdico

Se indican en la tabla 35 los resultados del test pdovocacion con
flecainida/procainamida en los familiares a los s@des realiz6 el diagnostico genético
(n = 20). Se ha determinado la sensibilidad (40,90%3pecificidad (100%) del test de
flecainida/procainamida, sin embargo un ndmero mapbe de familiares rechazaron
realizarse el test (29 individuos, 59,2%). Un goancentaje de pacientes con resultado

genético positivo (60%) tuvieron un test de prowa@anegativo.

Tabla 35.Resultados del test de provocacién en las famiiiasestudio genético.

N=20 Genética positiva Genética negativa Total
Test positivo 6 (30,0%) 0 (0%) 6 (30,0%)
Test negativo 9 (45,0%) 5(25,0%) 14 (70,0%)

Total 15 (75,0%) 5(25,0%) 20
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1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

El SB se incluye dentro de las enfermedades llamadéctricas, que son
causadas por fallos en canales ionicos interviegergn los procesos como la
transmision del impulso nervioso o el ritmo cardiasunque es una enfermedad que se
transmite de forma autosdémica dominante el fenagp@xpresa mayoritariamente en
hombres (Di Diego JMt al.2002).

Nuestra cohorte de pacientes supone una de |&s seés extensas estudiadas
genéticamente en nuestro pais (Garcia-Castrad. 2010). Es posible que intervengan
ciertos factores genéticos caracteristicos en ruBglgion que la hagan mas prevalente,
0 simplemente que exista un mayor interés por talggia en nuestro medio. Aunque
se ha realizado el diagnéstico genético de 93 p@se solo se dispone de los datos
clinicos de los pacientes provenientes de nuestspital, que suman 76 pacientes, de
los cuales 8 de ellos son portadores, por lo gsieldos clinicos aportados se referiran

siempre a este grupo.

Es una patologia que se suele diagnosticar alrediedla cuarta década de vida,
la edad de diagnostico en nuestra serie fue 418 #afos. El SB tiene una penetrancia
incompleta y una incidencia de 5-66 de cada 10D et al. 2009). En muchas
ocasiones el paciente estd asintomatico (Begtital. 2009). En nuestra cohorte, 54
probandos fueron diagnosticados de manera casuaP]. En otras series de pacientes
también se obtienen porcentajes elevados de ingigidasintomaticos, aunque
inferiores al nuestro, como el de Eckart de 20@34% el de Brugada de 2002 (57%) o
el de Kamakura de 2009 (63%).

No se encuentran diferencias destacables entre rgbogde pacientes
asintomaticos frente al de sintomaticos, 32 de dasos indices asintomaticos
presentaron ECG basal tipo | (59,3%-asintomaticas 54,5%-sintomaticos), 22
presentaron ECG tipo | tras el test farmacologi0, {%-asintomasticos Vs 45,4%-
sintométicos). En los primeros afios de estudio destna serie (2002-2006) se
realizaron estudios EEF que no se han indicada éitiha fase (2006-2010) por lo que
no es posible sacar conclusiones en este sentidanEstudio de 2005 de Brugada et
al. identifica al EEF como valor prondstico a suflventos en pacientes asintomaticos y
sin historia familiar de MS, en el que un 6% de®stasos sufren un episodio de FV

durante el seguimiento (Brugada P & Napolitano 2005



Siendo una enfermedad puramente eléctrica, el @oras estructuralmente
normal, y el diagndstico se realiza mediante un EEGde tipo | es el Unico que
actualmente se considera diagnostico, aunque emnadgtrabajos se sugiere la
posibilidad de que el ECG de tipo Il sea una fodaaxpresion mas leve del fenotipo
(Nunnet al.2010), 44 pacientes (57,9%) presentaron ECG edpeattipo |. En nuestra
serie todos los pacientes indice debian tener b {® | espontaneo o provocado para

ser incluidos.

Alrededor de 12 pacientes se aquejaban de habadosudolor toracico o
abdominal que llevd al diagndstico. En otros cdaoshién se ha relacionado el dolor
de pecho junto con fiebre y la expresién del EG&di del SB (Martinezt al. 2008;
Pataneet al. 2010). A diferencia de las primeras publicaciorss, nuestra serie es
excepcional el modo de presentacion de ECG tigmIfiebre, arritmias o sincope con

fiebre.

Distintos estudios apuntan que entre un 17% y G d€ los casos debutan con
sincope o MS como consecuencia de una arritmiaigeldr en algdn momento de su
vida (Prioriet al. 2002; Brugadat al. 2002; Brugadat al. 2003; Eckardet al. 2005;
Khan et al. 2009). En nuestro grupo de pacientes, 21 fuer@agnadisticados por
presentacion de sintomas (27,6%), siendo 3 de tedlesun episodio de MS (3,9%). Un
33,3% de los pacientes que sufrieron MS habianrempetado con anterioridad un

sincope, algo superior a otras series (Bestital. 2009).

Nuestra serie es por tanto de mejor prondstico lgsieseries definidas. Los
pacientes de nuestro trabajo fueron incluidos dadoconsecutiva independientemente
de los sintomas o forma de presentacion. Es posjbke las series comentadas
provenientes de centros de referencia presentesesgo de inclusion hacia los casos

Mas severos.

En los 3 pacientes que sufrieron MS este fue eloraal presentacion de la
enfermedad, y en los tres casos fue resucitada.d@osllos sufrieron una o varias
descargas apropiadas (66,6%) después de la imgtamtdel DAI (de 4 a 7 afios
después de la implantacion), porcentaje similiaeakrito en la serie de Brugada (62%)

en un periodo de 54 meses (Brugatial.2002).

En nuestra serie el EEF se realiz6 en 26 de lasag6s indices (34,2%), de los

cuales en 5 resultd anormal (19,2%). Todos eliesah implantado un DAI. Dos de



ellos presentaban sincopes, otro un episodio dg RIfe ellos tenian la ECO anormal
(uno con diagnéstico de miocardiopatia hipertréfeqpse curiosamente se le detecté una
mutacion, G1743R)

El dnico tratamiento hasta la fecha es la implagtade un DAI, 9 de nuestros
pacientes lo llevan implantado (11,8%), y dos diesg]20,0%) han recibido descargas
durante el seguimiento. Todos fueron implantadasppevencion secundaria, ninguno
de los pacientes en los que se implantdé el DAI pavencion primaria ha tenido

descargas.

La teoria del desequilibrio de corrientes iénicasegplicacion a la aparicion de
los rasgos tipicos del sindrome y siguiendo la raisen plantean nuevos tratamientos
con farmacos bloqueantes de los canales idnicasp ags el caso de la quinidina,
recomendada en uno de nuestros pacientes prina@ptnpor su corta edad. Existen
varios estudios que apuntan al uso de la quinidémmaco bloqueante de las corrientes
transitorias de potasio, para evitar la fibrilaci@mtricular espontanea y la aparicién de
arritmias malignas (Belhassen al. 2004; Valdiviaet al. 2004; Shimizuet al. 2005;
Napolitano & Priori 2006; Antzelevitcét al. 2007).

1.2 Caracteristicas clinicas en funcién del sexoeglad

Aungue es una enfermedad de transmision autosdioiminante, el porcentaje
de expresion en hombres es muy superior al de awj6b frente a 11. Segun el estudio
realizado por Di Diego et al., los varones tienemstitutivamente mas elevada la
corriente transitoria de potasigg)] lo que hace que se acentie mas la muesca de
potencial tipica de pacientes con SB (Di DiegoeiMl.2002).

Los factores de riesgo considerados a la hora d& ®ventos, como la
presencia de ECG tipo | espontaneo, el sincopeindizcibilidad de arritmias en el
EEF, reflejan la diferenciacion entre sexos aungues significativa estadisticamente.
El 57,9% de los varones presentaba ECG tipo Idrant2,1% de las mujeres (p=0,81).
Se realizaron 26 EEF de los cuales 3 fueron a emjj@inguna de ellas dieron positivo
y 5 de los 23 varones sufrieron arritmias ventaced durante el estudio (21,7%).
Curiosamente la tasa de presentacion de sincopeagism cardiogénico fue superior en
mujeres respecto a los varones (36,4% vs 9,2% cespmente, p=0,087), la
presentacion de eventos cardiacos mayores (MSgteendné en 3 pacientes varones,

de edades comprendidas entre 27 y 44 afios, (4,6#@nesm vs 0,0% mujeres)



coincidiendo con los resultados publicados por Bewrt al en una serie de 384
pacientes (70,8% varones vs 29,2% mujeres) (Behiab. 2008b).

La edad media de presentacion de los sintomas dudlgB + 13,7 afos,
coincidiendo con lo establecido en el “segundo enss” y series posteriores (Brugada
et al. 2002; Antzelevitchet al. 2005a; Benitcet al. 2008a), aunque el probando mas

joven de nuestra serie es de 5 afos.

En cuanto a la poblacion pediatrica, tres de nogsiasos indices tenian menos
de 16 afos (3,9%), dos de ellos (66,6%) con simcomesovagales claramente
relacionados con la aparicion de fiebre, en laeseras grande de nifios con SB
estudiada identifica los episodios febriles comeotdia precipitante a sufrir arritmias
especialmente en nifios (Probsial.2007). Otros tres nifios se incluyeron en el estudi
familiares de los probandos en los que detectanubaandn y que no estaban afectados

clinicamente; uno de ellos resulté portador derantacion.

2. SECUENCIACION DIRECTA DEL GEN SCN5A

En la mayor parte de series publicadas se idesmificiutaciones en el gen
SCN5A en el 15% de los casos estudiados (Schulbhe-&aal. 2003; Tan 2006;
Antzelevitchet al. 2007), aunque en un compendio publicado recienteanel mas
amplio hasta la fecha, estudié a 2111 pacientesS8encontrando una prevalencia del
21% (Kapplingeret al. 2010). En nuestra serie sin embargo detectamgmraentaje
bastante inferior, detectamos 8 mutaciones distiatn10 casos indices (10,7%), en el
momento de su descubrimiento sélo dos de ellas @raacidas y el resto no estaba
descrito en la bibliografia. Esto puede ser dehidlos criterios clinicos de inclusion de
los probandos, distinto tamafio de las series amdlsion de casos esporadicos sin
conocimiento de cardiopatia familiar. En nuestnaesexiste un 25,0% de afectacion

familiar.

En cuanto a los criterios clinicos de inclusiértualmente el ECG tipo | es el
anico que se considera diagnéstico. El grupo darifyi al. (Prioriet al.2002) incluye a
los dos tipos de ECG mezclados en el analisis fa8@entes; 21,5% genotipo positivo),
sin embargo el grupo de Kamakura et al. (Kamaktia. 2009) analiza los dos grupos
por separado (no se mencionan los resultados dbteen el genotipado) y aun asi no
encuentra ninguna diferencia significativa entrebasngrupos respecto a la tasa de



eventos, historia de MS familiar y pacientes asirétticos. En otro articulo mas reciente
del grupo de Priori (Baet al. 2009) si realizan el genotipado diferenciando @ |
grupos segun las caracteristicas electrocardiegsifipresentando solo en un 12,6%
mutacion en el canal de sodio los pacientes con &3 y en los de tipo II-lll en un
4,4%. Sin embargo al analizar los resultados, ohétaron que la Unica variante
predictiva a la hora de encontrar un genotipaddaiposy aumentar el rendimiento del
estudio genético fue la presencia de bloqueo dorientricular (BAV), aumentando
de un 8% (pacientes con ECG tipo | sin BAV) a ufldpacientes con ECG tipo | con
BAV) (Bai et al. 2009), en nuestra serie sin embargo ninguno dstnoagepacientes
presentan BAV.

Todas las mutaciones detectadas menos una, quecaath codon de parada
prematuro (E1152X) en el exdon 19, son de tipo “emisge” (87,5%). Se encuentran
localizadas mayoritariamente en los segmentos nrambrana S5 o S6 (55,5%),
involucrados en la selectividad id6nica del canaf én el extremo N-terminal (22,2%) y
otras dos en uniones inter-dominio (22,2%). Lasagiohes encontradas se encuentran
por lo tanto repartidas a lo largo de toda la pnatesin conocerse hasta la fecha ningun
“cluster” de mutaciones. En el compendio de Kag@mmencionan que tres cuartas
partes de las mutaciones encontradas en su coBertéocalizan en la region

transmembrana y helices formadoras del poro (Kagetiet al.2010).

A pesar de que la mutacion de parada prematuraupeodn cambio en la
proteina mas dramético, los portadores de la manteel 152X no parecen expresar un
fenotipo mas severo. El 10,9% de los sujetos idokiien el estudio de Kapplinger
tenian mutaciones de parada prematura. Sin emleardgs de tipo “missense” parece
critica su localizacion a la hora de caracterizafiapaet al. 2009). En el caso de las 4
mutaciones que hemos detectado en la zona deigeledtionica, en el momento de su
descubrimiento sélo estaba descrita la variantel exxén 28, G1743R, por lo que se
estudiaron los controles sanos para los amplicddesle encontramos las variantes

nuevas, sin encontrarlas en ninguno de ellos.



3. ESTUDIOS IN SILICO

Los estudiosin silico son herramientas Gtiles en la valoracion del efect
funcional de variantes nuevas, en ausencia de iestddncionales con modelos
animales o celulares. Estos estudios tienen alguliragaciones, consideran
minimamente las interacciones supramolecularesneoléculas homoélogas y zonas
relacionadas con la sefalizacion intracelular jumio la posibilidad de la existencia de
otra alteracion en otro gen (Tchernitchdtoal. 2004) aunque su uso se ha popularizado

en los ultimos afios.

Las versiones actuales de distintos algoritmo®tieama sensibilidad del 80%, y
en algunos casos hasta el 90% en la clasificac@®mvatiantes como patégenas o
benignas (Tavtigiaet al. 2008). Algunas publicaciones sobre la aplicacidmaa del
estudioin silico de mutaciones de cambio de sentido, en los geR€EAR y BRCA2,
son prueba de su espectacular desarrollo (Golelgat. 2004; Tavtigianet al. 2006;
Chenevix-Trenclet al. 2006; Lovelocket al.2006; Spurdlet al. 2008).

4. METODO DE CRIBADO. DHPLC

Se ha conseguido optimizar 9 de los 15 exones¥§0eh los que habia alguna
variante, esto supone gue solo se deberia secugia3 exones restantes (71,8% del
trabajo), mas los casos en los que el perfil de moastra fuera anémalo. Varios
articulos hacen referencia a la utilizacion de &staica de cribado en el gen SCN5A en
pacientes con SQTL (Millagt al. 2006; Chunget al. 2007), realizando el cribado de
todos los exones del gen mediante dHPLC. Esto rmdwaposible en nuestra serie ya
gue se disponia de controles mutantes (polimorfismtacion presente en el fragmento
de ADN a amplificar) para 15 amplicones unicameBtenecesario el disefio especifico
de nuevos cebadores para los 6 amplicones que e @mseguido optimizar mediante

esta técnica.

La mayoria de los métodos de cribado presentaralmaspecificidad, aunque
la sensibilidad es baja comparada con la técnicalldleLC, como en el caso de
SSCP/SSCA (Single Strand Conformation PolymorphiSmgle Strand Conformation
Analysis) y DGGE (Electroforesis en Gel de GradienDesnaturalizante).
Recientemente se ha descrito una técnica mas rapidanos costosa, del inglés “High
Resolution Melting” (HRM) que detecta todas las acidnes detectadas mediante la
técnica de dHPLC (Millagt al.2009).



La técnica de dHPLC utilizada en nuestra serie comtodo de cribado, ha
resultado una técnica eficaz para agilizar el poae genotipado de las muestras ya
que presenta una sensibilidad del 100% para detedigiduos con alteraciones en su

secuencia.

5. GRANDES REORDENAMIENTOS GENICOS

Se sabe que existe una relacion entre el nUmecoplas gendmicas presentes y
la expresion fenotipica en varios sindromes. Aonteate se considera que, muchos
fenotipos intermedios podrian estar relacionadosn awmicroduplicaciones vy
microdeleciones que son subdiagnosticadas clinicgar® que no pueden incluirse en
ningun sindrome genético especifico por falta deras (Ramirez JIM1 2009)

Hasta la fecha sélo hay descritos en la literatdosa trabajos de analisis de
grandes reordenamientos génicos en SCN5A. En dicadb por Koopmann et al.
analizaron 38 pacientes con SB en los que el geudiidel canal de sodio habia sido
negativo, no se encontré ningun gran reordenamigéico (Koopmanmet al. 2007).
Recientemente se ha publicado otro articulo erueldgscriben un varén de 14 afos
con SB que presenta una deleccion en el SCN5Atdeepor MLPA (Eastaugeét al.
2011).

A pesar de ser la serie de pacientes con SB nmgs dare ha sido estudiada por
MLPA hasta la fecha, no se ha detectado ningundes@miento génico. Estos

resultados coinciden con el estudio de Koopmar08@& ZKoopmanret al.2007).

El estudio del SCN5A mediante la técnica de MLPApecientes con SB no
parece ser decisivo en un porcentaje importanfmdientes que guedan sin diagndéstico

genético.

6. RELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Se ha realizado el estudio genético en un total de pacientes entre casos
indice y familiares, de los cuales 26 con genopipsitivo, o que supone un 23% de
diagnostico genético.

La mutacion descrita por el grupo de Priori R27IHoP et al. 2002) se detectd
en el caso indice de la familia H568 y segrega wmm penetrancia del 50%. Es una

mutacion conocida localizada en el extremo N-teaindte la proteina. Actualmente se



desconoce el papel real que realiza el extremaiNHtal en el “gating” y conductancia
del canal (Lianget al.2010).

La variante R121W localizada en el exdn 3 y detlecen un paciente remitido
de otro hospital no se tuvo en cuenta para la aston clinica de los datos a este caso
por no disponer de los datos demogréficos ni dadtoria familiar, tampoco se pudo
realizar el estudio al resto de la familia por lwegno se pueden estimar datos de
prevalencia ni saber si segrega con la enfermealadse aportan los datos referentes a
la alteracion detectada y se ha incluido en el @rig pacientes para la consiguiente
estimacion del porcentaje de casos en los que sadmntrado la causa genética de la
enfermedad. Esta mutacion se ha descrito recientenpor el grupo de Kapplinger,

detectandose en un paciente.

En el probando de la familia H95 se detecto laavaie V728lI, localizada en el
DII-SI, otras mutaciones estan descritas en ladregiencionada. Sélo se ha detectado
en el probando de la familia, siendo el resto dalfares de los que se tiene muestra no
portadores y clinicamente normales. Tampoco apaesaita en la serie de Kapplinger

como polimorfismo o mutaciéon, aunque en la baseadeshttp://www.fsm.it/cardmoc/

esta caracterizada como polimorfismo (no publicatloy programas bioinformaticas
de prediccion de patogenicidad la pronostican cama@ variante posiblemente
patogénica (Polyphen2) y por otro lado benigna @Pnttn nuestro laboratorio no
hemos detectado esta variante génica en 200 al@hws por o que podria ser la causa

de la enfermedad.

En la familia H578 hallamos 3 portadores de la ©igtaE901K. Aunque tanto
la localizacion de la variante en la proteina ca@ma@aracter conservado evolutivamente
nos hacen pronosticar una variante potencialmeategpnica, se hereda de forma
autosémica dominante pero con penetrancia incompb#,6%. De los 3 portadores
uno presentaba ECG patolégico pero no diagnostitoele que se encontré en
homocigosis el polimorfismo H558R, que podria daragisante de que no se exprese
por completo el fenotipo, como en la paciente Qllde la familia H578. Cuando
detectamos la mutacion no estaba descrita en lodpidifia y se analizaron los
controles sanos sin detectar la variante en 200sal8e ha publicado la presencia de

esta mutacion en otros 3 pacientes.



La variante detectada en el ex6n 17, E1032K, noegageon la enfermedad. Es
una alteracion poco conservada entre especiedanss aunque no se ha hallado en
ninguno de los 200 alelos sanos analizados. Loidergnos como un polimorfismo
poco comun en raza caucasica. Sin embargo los nmosmie esta familia sufren

algunas alteraciones estructurales que si podstanleadas a la variante.

En la familia H97 se detect6 en el exén 19 la mateE1152X. Una mutacion
“non-missense” (de parada prematura (“nonsensefgcin, insercion o de alteracion
del “splicing”) tiene un valor predictivo > 99% di@ner en cuenta su localizacion en la
proteina (Kapplingeet al. 2010). Sin embargo la penetrancia de esta mutamodia
familia es del 50%. Cuatro individuos de la famiian portadores incluyendo al
probando, sus dos hermanos, que son clinicamenteales y la madre asintomatica
aungue con prueba de procainamida positiva. La tpmerea incompleta de esta
mutacion claramente patdgena por su efecto deamiento de la proteina se podria
explicar por la presencia del polimorfismo H558Rhemocigosis, el efecto modulador
positivo del polimorfismo, como se conocen cuangdta gpresente junto con otras
mutaciones, puede determinar que no presentengermtjue sea menos severo, COmo

en el caso de la madre.

Se ha detectado en un caso indice de raza asiaticpolimorfismo poco
frecuente en caucasicos con efecto funcional deatistR1193Q, que sin embargo es
comun en la raza asiatica (Huaegal. 2006; Kapplingeret al. 2010). Existe cierta
controversia respecto a la patogenicidad de esteaidén. En 2006 el grupo de Niu et
al. describen una familia japonesa portadora denurtacion “nonsense” en el SCN5A,
en el que un familiar portador de la mutacion yegsblimorfismo presentaba un
fenotipo menos severo que el de su familia (&tial. 2006). En otro trabajo realizaron
estudios funcionales de la variante, fue expresaddos modelos distintos, segun los
modelos de “splicing” salvajes conocidos del capatoncluyeron que presentaba
alteraciones significativas de la activacion e fivacion del canal similares a las
producidas por otras mutaciones dependiendo dmiarima que se exprese (Tainal.
2005).

Se recibié derivada del Hospital General de Aliedat muestra de un caso de
SB, identificada como H684. Se detectd en el cagdicé de la familia una mutaciéon en
el momento no descrita, V1340Il, comprobandose laresencia de la misma en 200

alelos sanos en el exdn 23 del gen SCN5A. Fuegqadaipor el grupo de Samani et al.



en 2009, este grupo caracterizé la mutacion coealdy que en pacientes portadores
durante estados febriles aumentaba el riesgo de atftmias, como ocurre en otras

mutaciones (Samaret al. 2009). También ha sido publicada en el compendio d
mutaciones de Kapplinger de 2010 detectada en arerga de 2111 analizados. Se
detecté en dos familiares (uno de ellos afectagmsentando una penetrancia del
66,6%.

La variante N1443S detectada en el caso indiceadanhilia H598, no esta
descrita en la bibliografia pero existen variasauigines conocidas en los aminoacidos
colindantes. Esta bastante conservada entre especisoformas, el cambio de
aminoacidos provoca una variacion importante eimaice hidropatico y el programa
de analisis Polyphen2 la predice como variantetfgibtemente patogénica”. Se segrega
con una penetrancia del 33,3% y no esta preseng0@ralelos de controles sanos.
Aunque la hemos considerado como la causante dmfermedad no parece una
variante de alto riesgo ya que el probando sufnigpresincope relacionado con fiebre
presentando ECG tipo | alternante a ECG normal dépués sin mas sintomas ni
sincopes previos. Tampoco existen antecedentes SlerMla familia ni cardiopatia

familiar evidente.

Se ha detectado en tres de los probandos la mot&d@43R. Esta variante se
da en nuestra poblacién con una prevalencia may®ebresto de variantes, 3,2%. Esta
prevalencia es superior a la obtenida por el gdg&applinger et al que detectan esta
variante en 5 individuos afectos de SB, 0,2%. Bnféanilias afectadas, H222 y H72,
encontramos una penetrancia del 28,6% y del 50d¥jgectivamente de la mutacion.
En el caso de la tercera familia, H876, no se tdidooestimar la penetrancia por no
disponer de las muestras de los familiares. Sinaegabsi analizamos la penetrancia de
la familia H72 por sexo y edad, los varones tienea clara predominancia en la
expresion del fenotipo, penetrancia del 40,0% &enpenetrancia 0% en mujeres. En el
caso de la expresién en distintos grupos de edadnoontramos mucha diferencia
25,0% vs 33,3% (< 40 vs > 40 afios). En dos dealadlibs existia historia de MS pero
s6lo en una de ellas se considera que hay afecttidiliar. La mutacion se publico en
2003 por el grupo de Takahata et al (Takalestal. 2003). Se han realizado estudios
funcionales de esta variante resultando defectalosénsito de la proteina a membrana
(Valdivia et al. 2004). Los estudiosn vitro revelan que puede ser rescatada por

mexiletina, un antiarritmico bloqueante de los temaapidos de sodio cardiacos. El



diagndstico genético en estas familias permitaipartir de estos resultados, valorar la

indicacion de un tratamiento especifico.

El estudio familiar del polimorfismo frecuente H38&evela la importancia del
H558R en la expresion del fenotipo como se destrdre otros articulos (Yet al.
2003; Viswanatharet al. 2003). Nosotros hemos detectado este polimorfigmo
nuestros casos indice con una frecuencia de apadaimente un 30% lo que coincide
con lo datos publicados por el grupo de Gouas enalaza caucéasica (Gouesal.
2005).

El alelo R558 en homocigosis se ha detectado ean8lidires de los casos
probando, todos portadores de mutacion, dos castésseque el sujeto era normal y
otro patologico no diagnostico. Dado el efecto ntadior positivo junto con
determinadas mutaciones del polimorfismo, debéasesusa de que estos pacientes con
genotipo positivo no muestren una clinica tan sewersencillamente no muestren
ningun rasgo de la patologia. Cuando el polimorisse encuentra en homocigosis
determina una expresion nula o mas leve del femotip las mutaciones E901K y
E1152X. Sin embargo también esta descrito el efembalulador negativo de este
polimorfismo, agravando el efecto de ciertas motaes (E161K, P1298L, and
R1632H) o la no influencia de este sobre otras ZE21T220l, DelF1617, T187I,
R878C, G1408R, W1421X, K1578fs/52, R1623X) en p#ee afectos de “sick sinus
syndrome” (Guiet al.2010).

En casos de SIDS con mutaciones o variantes rarasl &CN5A se han
encontrado diferencias significativas en la prooralel alelo R558 con respecto a
controles (Arnestadt al.2007).

Variantes comunes pueden provocar alteracionesisigdas en la funcion de los
canales ionicos, que se manifestaran Unicamentgresencia de otros factores
proarritmicos como farmacos o la aterosclerosibdilet al. 2010). Recientemente se
describe un polimorfismo comdn en el ancestro Eemofps11720524) en el intron 1
que esta asociado con la MS/arritmias independierie de variables como el sexo o

factores de riesgo.

Se han detectado dos variantes intronicas de efacterto 1IVS8+21c>t y
IVS14-17t>a. No se tiene informacién sobre el retdamiliares por lo que no se ha

podido determinar si segregan o no con la enferchelldemas el analisis con dos de



los programas de localizacién zonas intervinieetegl corte y empalme predicen que
las variantes pueden afectar en la transcripcibdB&Im, desapareciendo el punto de
unidon a las proteinas SRp40 y SC35 respectivaménieque la zona en la que se
localizan no corresponde a la region consensoo (siteptor: IVS-1, -2 o -3; sitio
donador: IVS+1, +2, +3, +4 0 +5) (Kapplingeral. 2010) que interviene en el corte y
empalme, en la actualidad se reconoce la relevateias regiones intronicas en la
causalidad genética de las enfermedades mendel@ewsibiéndose algunas variantes
relacionadas con la patologia alejadas de la rezpeenso (Bezzirgt al. 2006; Albert

et al.2010).

En muchos estudios se determina la relacibn de waréante, ya sea
polimorfismo o mutacion con la expresion o la pspdsicon a desarrollar el fenotipo
clinico tipico del SB o con mayor frecuencia prégearritmias o MS.(Brugada 2001,
Keating & Sanguinetti 2001; Makitat al. 2002; Yanget al. 2002; Honget al. 20044,
Hong et al. 2005; Makielski & Valdivia 2005; Antzelevitcht al. 2005b; Makielski
2006; Bezzinaet al. 2006; Planet al. 2006; Tan 2006; Chungt al. 2007; Wangget al.
2007; Watanabet al. 2008; Rodriguez-Calvet al. 2008; Lizotteet al. 2009; Kapaet
al. 2009; Baiet al.2009; Albertet al. 2010).

En el presente trabajo hemos observado que losrmiasi portadores de
mutacion muestran un fenotipo mas severo y un geonostico. El 66,7% de
portadores presentan ECG tipo | espontaneo frdn&2,8% de los no portadores.
Existe evidencia de MS familiar en un 41,7% de quotes frente al 22,1% de no

portadores.

Hasta la fecha no se han publicado series de piasien las que se realice una
comparativa clinica entre portadores y no portasldee mutacion en pacientes afectos
de SB, sin embargo en un estudio familiar realizadio Schwartzt al de 2009 si lo
analizan en una cohorte de pacientes recién nactwoSQTL, el 76% de los familiares
portadores de mutacién se les detectd un alargéoaei QTc no identificado con
anterioridad (Arnestadt al. 2007). En un estudio realizado por Hong et aR@®4 de
147 individuos (de 4 familias distintas con mutacen SCN5A) con SB, en todos los
qgue presentaban ECG tipo | espontaneo eran poesdie mutaciéon (Hongt al.
2004b).



El tipo de mutacion, la localizacién y la frecuenailélica dependiendo de la
etnia del sujeto que la presente son factorescasita la hora de determinar la

patogenicidad de variantes nuevas.

Dado que los polimorfismos, que estan presentesudrdemente en la
poblacién, estdn implicados en la variabilidadfisologia, la farmacologia y en la
fisiopatologia del fenotipo (Viswanathast al. 2003) entran en juego multitud de
variables con las que poder dar explicacion a urotigo determinado, como la
epigenética, la evolucion de la humanidad y el meainbiente, relacionados en
estudios recientes con la diversidad en la expred& fenotipo (Honget al. 2008;
Bokil et al.2010).

La baja prevalencia mutacional obtenida en el SCNiA descarta otras
posibilidades como la presencia de alguna altemaeiola regiéon promotora, sitios de
“splicing” alternativo en zonas intrénicas no esidds, asi como mutaciones en otros
genes recientemente implicados en la enfermeda@ A C, CACNB2, GPD1L, etg.
que forman parte de un gran complejo macromolecidgrroteinas que interactian con
el canal de sodio (ChIPs) (Kapplingatral. 2010). Aunque en principio podrian ser la
causa génica de menos de un 10% de nuestra cohortdgscartamos incluirlos en

futuros estudios mutacionales en pacientes con SB.






Conclusiones






Conclusién 1

El estudio de secuenciacion directa del gen SCNbAuwestra poblacién llevo a la
identificacion de mutaciones causales o probablemmesusales en un 10% de los

casos, inferior al publicado en la literatura.

Conclusion 2

No se ha identificado ningan reordenamiento gémiediante la técnica de MLPA.
Conclusion 3

Los pacientes con SB portadores de mutacion ereel SCN5A presentan con
mayor frecuencia ECG tipo | espontaneo y mas adétes de MS familiar que los
pacientes con SB en los que el resultado del esgatiético fue negativo.

Conclusion 4

El estudio genético del gen SCN5A ha permitido fifiear a un grupo significativo

de portadores sin expresion fenotipica.
Conclusion 5

El estudio genético ha permitido concluir que lassglidad de los test de
provocacion empleados (flecainida) para identifipartadores es baja (~ 40%)

aunque la especificidad es muy elevada.
Conclusion 6

La penetrancia de la enfermedad es baja, y esbl@ampara las distintas mutaciones
identificadas. La influencia de polimorfismos, coB58R, parece ser importante

en la expresion del fenotipo.
Conclusion 7

La técnica de dHPLC a resultado eficaz para eladobde muestras y acelerar el
proceso de genotipado, presentando una sensib@ilaols exones optimizados del

100% para detectar individuos con variantes génicas
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ANEXO |

ESTUDIO FAMILIAR DE SINDROME DE BRUGADA

Algunas enfermedades del musculo cardiaco y algemfasmedades del sistema
eléctrico del corazon pueden condicionar la apariagle arritmias malignas en los
individuos jovenes. Entre las enfermedades dekrsisteléctrico se encuentran el
sindrome de Brugada y el Sindrome de QT largo. ¢tieas enfermedades del musculo
gue también pueden causar arritmias malignas canmoidcardiopatia hipertrofica, la

miocardiopatia dilatada y la miocardiopatia arrig@mica del ventriculo derecho.

El Sindrome de Brugada es una enfermedad de |@desacardiacos de sodio,
gue puede aparecer por una mutacion espontaness dgethes o bien transmitida de
forma hereditaria por los padres. Esta enfermedag®noce por una alteracion en el
electrocardiograma, bien espontanea o bien prodymmddistintos estimulos (farmacos,
fiebre,etc...) y permanece silente y asintomaticdaemayoria de los pacientes. No
obstante, algunos de los pacientes que sufreneafgamedad pueden sufrir arritmias
malignas que desemboquen en pérdida de conocimiemoluso MS. A veces esta
enfermedad afecta a varios individuos de la mismnalia. El diagnostico adecuado es
preciso para realizar una correcta valoracion gedgo y comenzar un tratamiento

preventivo eficaz.

Un familiar suyo ha sido diagnosticado de Sindraimddrugada. Le ofrecemos
la posibilidad de realizar una revision que consio®s importante no solo para usted,
sino también para el resto de su familia. La rémisionsistiria en la elaboracion de una
historia clinica (preguntas sobre sus sintomagscadentes clinicos), una exploracion
fisica (auscultacion, etc...), un electrocardiogramen electrocardiograma de 24 horas
de duraciéon (Holter). Es posible que ademas le sggjemos la realizaciéon de una
prueba de provocacion con un farmaco para deseanaasmteraciones ocultas en el
electrocardiograma. Recogeremos una muestra deespaia la realizacion de estudios
bioguimicos y genéticos sobre esta enfermedad]dtss recogidos seran almacenados
en soporte informatico y se conservara una mudstsangre congelada para realizar un

posterior analisis.
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ANEXO IV

Length Chromosomal position
(nt) SALSA MLPA probe reference SCNSA
54-70-75-82 | Q-fragments: DMA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
B3-92-95 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 ¥-fragment: Specific for the ¥ chromosome
105 Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome
142 * Reference probe 14199-L15513 2qi3
143 SCNSA probe 03564-L02930 Exon 16
154 * Reference probe 14744-L16441 1923
160 SCNS5SA probe 03557-L09329 Exon 2
166 * SCNSA probe 15391-1L17222 Exon 18
172 * Reference probe 10143-L10605 18g11
178 SCN5A probe 03558-L02924 Exon 3
184 SCN5A probe 03566-L02932 Exon 20
190 SCNSA probe 07815-L07545 Exon 21
202 SCNSA probe 03559-L02925 Exon 4
209 * SCNSA probe 15390-L17767 Exon 19
214 SCNS5A probe 03567-L09330 Exon 22
222t Reference probe 05709-L15344 3g21
229 * SCN5A probe 15386-L17217 Exon 7
241 SCN5A probe 03568-L17768 Exon 23
247 SCNSA probe 07812-1L09326 Exon 15
256 SCNSA probe 03561-L02927 Exon 8
265 SCNS5A probe 03569-L02935 Exon 24
274 * Reference probe 11358-L12083 12p13
284 SCNSA probe 03562-L02928 Exon 10
292 SCN5A probe 03570-L02936 Exon 29
205 * SCNS5A probe 15388-L17790 Exon 5
305 * SCNSA probe 15387-L17789 Exon 29
312* SCNSA probe 15380-L17791 Exon 12
319* SCNSA probe 15385-L17792 Exon 28
325 * Reference probe 04132-L03459 9934
337 SCNSA probe 03579-L02940 Exon 1
346 SCN5A probe 03580-L02941 Exon 26
355 SCNS5A probe 07813-L07543 Exon 17
364 * Reference probe 07269-L06540 16924
373 ¢ SCNS5SA probe 15382-1L17213 Exon 25
382 SCNS5A probe 07808-L07538 Exon 9
391 * SCNS5SA probe 15395-L17793 Exon 6
400 * Reference probe 14204-L15518 11p15
409 * SCNS5A probe 15392-1L17223 Exon 13
415 * SCNS5A probe 15394-117225 Exon 11
427 SCNSA probe 07817-L07547 Exon 27
436 * SCNS5A probe 15389-L17220 Exon 14
445 * SCNSA probe 15383-L17214 upstream
453 * Reference probe 11712-112453 17925




Length SALSA SCN5A Ligation site Partial sequence (24 nt Distance to
(nt) | MLPA probe exon NM_198056.2* adjacent to ligation site) next exon
start codon 195-197 (exon 2)
445 | 15383-117214 | upstream 174i$nbff°"9 GAAACGTTGACA-CTGCCTGCACTT 2.1 kb
337 = | 03579-102940 | Exon 1 232 nt after exon 1 | CGTCTCTAAACA-CCGTGCGLCCCT 16.0 kb
160 | 03557-L09329 | Exon 2 240-241 GCTTCCGCAGGT-TCACACGGGAGT 2.9 kb
178 | 03558-L02924 | Exon 3 528-529 CCAACGCCTTGT-ATGTCCTCAGTC 7.9kb
202 | 03559-L02925 | Exon 4 633-634 CCAACTGCGTGT-TCATGGCCCAGT 1.6 kb
298 | 15388-L17790 | Exon 5 794-703 reverse | GCCATGATAATC-ACACTAAAGTCC 6.9 kb
. 890-891 in
301 * | 15395-L17793 | Exon 6 NM. 001009404.1 | ACTATTTCAGTT-ATCCCAGGTAAG 0.1 kb
229 | 15386-L17217 | Exon 7 811-810 reverse | CAAATTCAGTTG-TGTATCTGTAAC 4.0 kb
256 | 03561-L02927 | Exon 8 (7) 985-986 CCTCAGCGTCTT-TGCCCTCATCGG 1.7 kb
382 | 07808-L07538 | Exon 9 (8) 1165-1166 CTCTGATGTGTT-ACTGTGTGGGAA 1.4 kb
284 | 03562-L02928 | Exon 10 (3) 1248-1249 CCGACCACGGCT-ACACCAGCTTCG 0.7 kb
418 | 15394-L17225 | Exon 11 1466-1467 CAAGCCACCATC-GCTGAGACCGAG 1.3 kb
312 | 15380-L17791 | Exon 12 1706-1707 GATGGTCCCAGA-GLAATGGTAATC 0.9 kb
409 | 15392-L17223 | Exon 13 1967-1968 CATGGCAAAAAG-AACAGCACTGTG 49 kb
436 | 15389-L17220 | Exon 14 2201-2202 GTCAGCGTCCTC-ACCAGCGLACTG 1.1 kb
247 | 07812-L09326 | Exon 15 2345-2349 ATGGACCCGTTT-ACTGACCTCACC 10.4 kb
148 | 03564-L02930 | Exon 16 (15) 2596-2597 CCTGTCCCGCAT-GAGCAACTTGTC 1.7 kb
355 | 07313-L07543 | Exon 17 (16) 2961-2962 TCTTGCTTGTTA-TGGTCATTGGCA 46 kb
166 | 15391117222 | Exon 18 3262-3261 reverse | GTGTTTCCTTGC-GGGTGGGAGGCA 1.7 kb
209 | 15390-L17787 | Exon 193 3531-3532 GTGCATCTCAGG-CCGACTGGLGGC 27 kb
184 | 03566-L02932 | Exon 20 (19) 3640-3641 CAACACCGCTGA-GCTCCTGGAGCA 1.4 kb
190 | 07815-L07545 | Exon 21 (20) 3821-3822 TGGTTCGAGACA-TTCATCATCTTC 8.8 kb
214 | 03567-L09330 | Exon 22 (21) 3936-3937 AGATGTTCACAT-ATGTCTTCGTGEC 4.0 kb
241 | 03566-L17788 | Exon 23 (22) 4105-4109 ACTGCGGACGCT-GCGTGCACTCCG 2.2 kb
265 | 03569-L02935 | Exon 24 (23) 4344-4345 ACAAGAGCCAGT-GTGAGTCCTTGA 29kb
373 | 15382-117213 | Exon 25 et b*;c;’“* SN | GAAGCTCAAGCG-AGGTACAGAATT 0.8 kb
346 | 03580-L02941 | Exon 26 (25) | 45504549 reverse | AAGATGATGAAA-ATGACAAAATAG 0.8 kb
427 | 07817-L07547 | Exon 27 (26) | 5 nt before exon 27 | GTGCCTTCTCTT-TGCACTTAGGGG 1.3 kb
310 | 15385-L17792 | Exon 28 4800-4799 reverse | GCAGATCAGAAA-CATGATGGTGAC 3.0 kb
292 | 03570-L02936 | Exon 29 (28) 5035-5036 CATCATCCAGAA-GTACTTCTTCTC 0.8 kb
305 | 15387-L17789 | Exon 29 5846-5845 reverse | GAGATCTTGGAT-GGGTTGGCTGCC

stop codon

6243-6245
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