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Resumen

Determinacion de variantes genéticas en una muestra de poblacion colombiana
con miocardiopatias hereditarias: Un estudio piloto

La mas importante manifestacién de las canalopatias y miocardiopatias es la muerte subita
cardiaca; por ello la evaluacion de estas patologias es de gran importancia. Las
canalopatias cardiacas congénitas son causadas por mutaciones que afectan los genes
que codifican canales i6nicos de la membrana (canales idnicos de sodio, potasio o calcio)
o las estructuras celulares que afectan la disponibilidad de calcio. Las miocardiopatias
estan relacionadas principalmente con anomalias estructurales cardiacas que conducen a
arritmias y dependen de alteraciones genéticas en las proteinas estructurales, incluidas
las de sarcomeros, desmosomas Y el citoesqueleto.

Este proyecto busca determinar las variantes genéticas por medio de secuenciacion de
siguiente generacion en una muestra piloto de pacientes colombianos diagnosticados con
miocardiopatias hereditarias: sindrome de QT largo, sindrome de Brugada, miocardiopatia
hipertréfica y miocardiopatia arritmogénica.

En este estudio se incluyeron 25 pacientes no relacionados con edades de inicio de
sintomas entre los 9 y los 55 afos. La media de diagnéstico para la miocardiopatia
hipertrofica fue de 2 anos, y para sindrome de QT largo fue de 10.1 afos. Existe una
diferencia importante en el intervalo de tiempo que lleva diagnosticar una miocardiopatia
hipertréfica y un sindrome de QT largo (p<0,01). La edad de presentacién de eventos
severos, divididos en pérdida de la conciencia (19.3 afios) y sin pérdida de la conciencia
(33 anos) tienen una diferencia significativa (p<0,01).

Se realiz6 aislamiento de ADN de sangre periférica con posterior secuenciacidon genética
masiva en paralelo. Los datos obtenidos se compararon con la secuencia de referencia y
las variantes encontradas se cotejaron con bases de datos internacionales y literatura
cientifica. Se identificaron las variantes patogénicas causales en 52% de los pacientes
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estudiados, 13/25 en total. De ellas dos variantes no han sido reportadas; una variante tipo
nonsense en el gen DSP en un paciente con miocardiopatia arritmogénica y otra variante
tipo frameshift en el gen KCNE1 en dos pacientes con sindrome de QT largo. Se evidencio
un rendimiento superior de la prueba a menor edad de presentacion de sintomas,
rendimiento de 66.6%, 50% y 20% en menores de edad, 18 a 39 afos y mayores de 40
afos, respectivamente.

El rendimiento de la prueba para sindrome de QT largo fue de 62.5%. Los pacientes con
este diagnéstico tuvieron 4 veces mas eventos con pérdida de la conciencia, y la muerte
subita reanimada fue mas representativa frente a otras patologias. Asimismo, todos los
pacientes que presentaron un evento severo mientras realizaban ejercicio tienen una
variante patogénica detectada por secuenciacion.

Para la miocardiopatia hipertréfica el rendimiento de la prueba fue de 45.4%. Los genes
sarcoméricos fueron los implicados en la mayoria de las variantes patogénicas o
probablemente patogénicas y se reportd una variante en un gen no sarcomérico. Se
identificaron 2 cambios missense y 1 variante intronica catalogadas como variantes de
significado incierto; una hallada en el gen fenocopia LAMP2.

Este estudio es el primero en Colombia en evaluar canalopatias y miocardiopatias de
forma conjunta. Resalta la necesidad de realizar el analisis mutacional en este grupo de
enfermedades, para asi brindar un adecuado asesoramiento genético a las familias y
poder identificar pacientes en riesgo de eventos severos.

Se considera que la principal barrera es encontrar una muestra significativa y
representativa de todas las regiones del pais. Creemos en la importancia de tener grupos
con experticia clinica y molecular, con informacion centralizada de los pacientes, por medio
de alianzas estratégicas entre instituciones cardiovasculares y laboratorios de diagndstico
molecular del pais.

Palabras clave: miocardiopatia, canalopatia, miocardiopatia hipertréfica,
miocardiopatia arritmogénica, sindrome de QT largo, sindrome de Brugada,
genética, Colombia.
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Abstract

Determination of genetic variants in a Colombian population sample with

hereditary cardiomyopathies: A pilot study

The most relevant outcome of channelopathies and cardiomyopathies is sudden cardiac
death. For this reason, the study of this conditions is of great importance. Congenital
cardiac channelopathies are caused by mutations that affect genes that encode membrane
ion channels (sodium, potassium, or calcium ion channels) or cellular structures that affect
calcium availability. Cardiomyopathies are primarily related to cardiac structural
abnormalities that lead to arrhythmias and depend on genetic alterations in structural
proteins, including those of sarcomeres, desmosomes, and cytoskeleton.

This project seeks to determine genetic variants using next generation sequencing in a pilot
sample of Colombian patients diagnosed with inherited cardiac conditions: long QT
syndrome, Brugada syndrome, hypertrophic cardiomyopathy, and arrhythmogenic
cardiomyopathy.

Twenty-five unrelated patients with ages of disease onset between 9 and 55 years were
included in this study. The mean time to diagnose hypertrophic cardiomyopathy was 2
years and for long QT syndrome it was 10.1 years. There is a significant difference in the
time interval that it takes to diagnose hypertrophic cardiomyopathy and long QT syndrome
(p <0.01). The age at which severe events occur, divided into, loss of consciousness (19.3
years) and without loss of consciousness (33 years) shows a significant difference (p
<0.01).

Peripheral blood DNA isolation and subsequent massive parallel sequencing were
performed. The data obtained were compared with the reference sequence, and the
variants found were checked against international databases and scientific literature.
Causative mutations were identified in 52% of the subjects, 13 in total. Two novel mutations
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were found, a nonsense variant in the DSP gene in a patient with arrhythmogenic
cardiomyopathy, and another frameshift variant in the KCNE1 gene in two patients with
long QT syndrome. Younger individuals (i.e., those <18 years of age) had the highest yield
of genetic testing (66.6%) compared with 50% and 20% in young adults and patients over
40 years, respectively.

The test yield for long QT syndrome was 62.5%. Patients with this diagnosis had 4 times
more events with loss of consciousness. Resuscitated sudden cardiac arrest was more
representative compared to other conditions. Likewise, all patients who presented a severe
event while exercising have a positive genetic test.

For hypertrophic cardiomyopathy, the test yield was 45.4%. Sarcomeric genes were
involved in four of the pathogenic or probably pathogenic variants while one subject had a
non-sarcomeric causing variant. Two missense variants and 1 intronic mutation cataloged
as variants of uncertain significance were identified; one found in a phenocopy gene,
LAMP2.

This study is the first in Colombia to evaluate altogether channelopathies and
cardiomyopathies. It highlights the need to perform mutational analysis in this group of
diseases, in order to provide adequate genetic counseling to families and to be able to
identify patients at risk of severe events.

Finding a significant and representative sample from all regions of the country is probably
the main shortcoming of this kind of research. We believe in the importance of setting
groups with clinical and molecular expertise, with centralized information on patients,
through strategic alliances between cardiovascular institutions and molecular diagnostic
laboratories in the country.

Keywords: cardiomyopathy, channelopathy, hypertrophic cardiomyopathy,
arrhythmogenic cardiomyopathy, long QT syndrome, Brugada syndrome, genetics,
Colombia.
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Planteamiento del problema

La carga que representa el diagnéstico de una miocardiopatia hereditaria para el paciente,
su familia y la sociedad es importante. Primero en el eje de la salud mental con
comorbilidades como depresion y ansiedad debido a que el diagnéstico trae consigo el
miedo de desarrollar falla cardiaca o muerte subita, ademas del riesgo genético a futuro de
sus propios hijos." En segundo lugar, en los efectos econdémicos que derivan de estas

patologias.

La complejidad de estas patologias es grande, existen numerosos loci genéticos y
mutaciones que afectan diversas vias celulares. Este panorama genético, combinado con
una comprension limitada de las relaciones genotipo-fenotipo, ha atenuado algunos
aspectos de la aplicacién de la genética al entorno clinico. Sin embargo, cuando se puede
identificar una variante patogénica, esto proporciona una poderosa prueba de diagndstico

para cribar miembros de la familia que pueden portar y transmitir la mutacion.

Otra complicacion en la decodificacién de la contribucion genética a rasgos complejos
como la insuficiencia cardiaca, es que mas alla de las miocardiopatias monogénicas, las
interacciones de loci en lugar de las mutaciones Unicas en si mismas contribuyen
cuantitativamente al fenotipo de la enfermedad. Ademas, el efecto acumulativo de las
variantes comunes se combinara con las sefiales ambientales para influir en la
susceptibilidad a la falla cardiaca. Sin embargo, cuando se puede establecer la causalidad
entre las variantes genéticas y la enfermedad, se delinearan nuevos conocimientos sobre

los mecanismos de la enfermedad.?
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En el eje de la carga econdmica, las enfermedades crénicas y discapacidades tienen un
gran impacto familiar, iniciando por la pérdida de productividad del paciente, siguiendo con
los familiares cumpliendo un rol de cuidadores y ademas los costos directos
(medicamentos, citas médicas, examenes). También hay pérdida de costos intangibles

Como menos inversiones, ahorros y unos logros educacionales reducidos.

Esta carga financiera también se traspasa al sistema, teniendo en cuenta que las dos
patologias que mas lo afectan en paises de primer mundo son el cancer y la falla cardiaca
(de cualquier etologia), esta ultima comprometiendo al 2% de la poblacién de Estados

Unidos, con un costo reportando de 28 billones de ddlares por afio. *

Asi mismo, se pueden categorizar las dificultades de una de las manifestaciones mas
devastadoras de estas patologias como lo es la muerte subita. Hay cargas médicas,
emocionales y econdmicas para los miembros de la familia en riesgo, para toda la familia
de la victima y para la sociedad en general. El patdlogo tiene la responsabilidad de hacer
el diagndstico correcto, a menudo en ausencia de antecedentes de enfermedades en la
victima o la familia, y con frecuencia en ausencia de anomalias estructurales en el corazén
para explicar la muerte subita. Ademas, la determinacion de la causa correcta de la muerte
es crucial, ya que la causa de la muerte subita puede determinar el grado de riesgo para
los miembros de la familia de la victima. Cabe destacar que las muertes subitas sin
hallazgos en la autopsia dan una conclusion indeterminada y que las pruebas moleculares
en este contexto no estan incluidas en el plan obligatorio de salud y tampoco se reserva
ADN de autopsias segun lo recomendado por Asociacion de Patologia Molecular

Americana.*



Justificacion

La muerte subita cardiaca es un evento devastador para la sociedad debido a lo repentino
de su ocurrencia y a que en muchos casos la etiologia no es dilucidada. La estadistica en
Estados Unidos es de 450.000 casos/afio mientras que en el mundo se reportan 3.000.000
de casos por afo.’> Aunque en general las tasas de resucitacion han aumentado en el
mundo, la sobrevida de esta patologia es minima, siendo del 5% en EE. UU y menor al 1%

en el mundo.

La dificultad del estudio de la muerte subita cardiaca inicia desde la definicion de esta
patologia. No hay consenso si este tipo de muerte es instantanea o incluye las muertes en
las 24 horas de inicio de los sintomas. Los estudios ademas se dividen dependiendo de
sus causas: enfermedad coronaria, miocardiopatias, sindromes de arritmias hereditarias y
enfermedad valvular; todas las anteriores con diferentes sustratos, desencadenantes,

grupos etarios y tratamientos.

Asi mismo el registro es inadecuado, incluyendo en los certificados de defuncion el titulo
de muerte subita a eventos como accidente cerebrovascular hemorragico o ruptura aértica;
también incluyendo muchas maneras de muerte como “paro cardio-respiratorio” lo cual

dificulta la estadistica respecto a la patologia.

Debido a los inconvenientes de la definicién y a la dificultad de nuestro sistema, la
epidemiologia de la muerte subita en nuestro pais es nula. No conocemos incidencia ni
prevalencia de esta patologia y no hay estudios clinicos ni desde un abordaje genético que
nos permita prevenirla, dar adecuado manejo farmacoldgico y proveer una apropiada

consejeria a paciente y familiares.
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En la poblacion adulta, las miocardiopatias y las canalopatias en conjunto con la
enfermedad cardiovascular son las predisponentes mas frecuentes a la muerte subita
cardiaca. En estudios de paises occidentales la enfermedad cardiovascular,
miocardiopatias y alteraciones de los canales idnicos son diagnosticadas en ~75%, 10-
15% y 1-2% de los casos de muerte subita respectivamente. ® En nifios o adultos menores
de 35 anos las miocardiopatias y canalopatias aumentan en proporcién con la enfermedad
cardiovascular. Debido a la baja tasa de muertes subitas abortadas la identificacion de los

pacientes en riesgo de arritmia es determinante para la prevencion.

Las patologias que afectan los canales idnicos cardiacos son causales de muerte subita,
sin embargo, son poco estudiadas. Estas se presentan en contexto de un corazén sano y
en la mitad de los pacientes la muerte subita es la primera manifestacién de la enfermedad.
Solo el 10% tienen perfil de alto riesgo previo al evento por lo cual es importante lograr
determinar los factores que interactian en el 90% restante de los casos para asi

implementar un enfoque adecuado respecto a esta patologia.

Aunque el rendimiento de las pruebas genéticas ha sido bajo en el pasado, debido a la
cantidad de genes relacionados con estas patologias y a las caracteristicas de
heterogeneidad alélica, heterogeneidad genética, expresividad variable y penetrancia
incompleta, se vienen adelantando trabajos a nivel mundial para mejorar la eficiencia
diagnéstica. Es asi como, en las Ultimas tres décadas se han logrado identificar
exitosamente genes causales de enfermedad para estas patologias lo cual ha tenido un

gran impacto en el manejo del paciente.
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Figura 1. Rendimiento diagnéstico de pruebas genéticas en arritmias hereditarias.

Datos tomados de M. J. Ackerman et al .
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Ahora con herramientas como la secuenciacion de préxima generacion (NGS), la
posibilidad de secuenciar multiples genes en paralelo permite el aumento del rendimiento
diagnéstico, el procedimiento es mas rapido que la secuenciacién por Sanger, mas costo-

efectivo, se requiere menos cantidad de ADN y es mas preciso y confiable.

El aumento de la velocidad y el costo decreciente de la secuenciacion, junto con la
comprension de la relevancia clinica de la informacion emergente para el manejo del
paciente y sus familias, ha llevado a una explosion de aplicaciones potenciales en la
atencion médica. Actualmente, las matrices de variantes de nucleétido unico (SNV) y las
tecnologias de secuenciacién de siguiente generacién son técnicas relativamente nuevas
que se usan para escanear genomas para obtener informacién de ganancias o pérdidas
de material genético, pérdidas de heterocigosidad, SNVs y variantes insercién/delecion,
asi como para realizar una secuencia completa de un panel de genes candidatos, todo el

exoma (secuenciacién completa del exoma) o incluso todo el genoma.

Las pruebas genéticas con nuevas tecnologias, como NGS, ya han hecho la transicién de

investigacion a la fase de diagnéstico. Durante las ultimas dos décadas, los avances en
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genética y los enormes avances en las tecnologias genémicas han cambiado la capacidad

de comprender enfermedades, hacer diagndsticos y brindar un manejo clinico eficaz.®

En esta nueva era de la gendmica es posible implementar las pruebas genéticas a la
practica clinica y ya es reconocida la importancia del asesoramiento genético tanto en
probandos como en los miembros de la familia con arritmias hereditarias. Cuando un
paciente se enfrenta con el riesgo de muerte subita y la posibilidad de transmitir una
enfermedad potencialmente mortal a sus hijos, las consecuencias psicoldgicas tienen un
alto impacto en el desarrollo de la vida del paciente.” De hecho, tal angustia psicoldgica

puede ser abordada y mejorada por el asesoramiento genético.



1.0bjetivo general

Determinar las variantes patogénicas en una muestra piloto de pacientes colombianos con

miocardiopatias hereditarias por medio de secuenciacion de siguiente generacion.

1.1 Objetivos especificos

Establecer cudles son las variantes genéticas presentadas en una muestra piloto
de pacientes colombianos con sindrome de QT largo, sindrome de QT corto,
sindrome de Brugada, taquicardia ventricular polimoérfica catecolaminérgica,
cardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho y miocardiopatia hipertréfica por
medio de un panel de genes causales de estas enfermedades.

Determinar por medio de bases de datos y programas de prediccion in silico la
patogenicidad de las variantes detectadas.

Evaluar asociaciones entre variantes patogénicas y probablemente patogénicas
(genotipo) y sintomatologia de los pacientes (fenotipo).

Brindar la asesoria genética correspondiente.






2.Marco teorico

2.1 Introduccion

El estudio del corazén ha captado la atencién de cientificos por cientos de afios. Es un
tejido con una naturaleza dual, la combinacién de materia y energia. Estas caracteristicas
no han sido representadas por la clasificacion de las enfermedades cardiacas desde finales
del siglo XIX. Sin embargo, cada vez nos acercamos a un entendimiento de las
enfermedades de materia (miocardiopatias) y de energia (canalopatias) no como

mutuamente excluyentes sino expresividad variable de cambios en el ADN.

El concepto de enfermedad del miocardio sin alteracién isquémica fue publicado por
Fiedler en 1899; inicialmente las patologias aqui estudiadas fueron descritas como
miocarditis y se les dio un origen infeccioso. Posteriormente en 1949, Evans reportd
cardiomegalia inexplicada en familias; en 1957 Brigden acufié el término miocardiopatias
para describir pacientes con enfermedad idiopatica del miocardio. En 1980 se presenta la
primera clasificacién de miocardiopatias por la Organizacion Mundial de la Salud la cual

estaba basada en fenotipo estructural y hemodinamico.

Con el advenimiento del estudio molecular y la caracterizacion de una mutacion en el gen
de la cadena pesada de la B-globina en una familia con miocardiopatia hipertréfica se
reconocieron posibles mecanismos patolégicos. En 1996 la Organizacién Mundial de la
Salud retiré el término “desconocido” de la clasificacion. Mas adelante se propuso que
estos desoérdenes se categorizaran de acuerdo con el defecto genético en: miocardiopatia
sarcomérica, miocardiopatia de unién celular, miocardiopatia de canales idnicos,

miocardiopatia citoesquelética, etc.
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En el 2006 la Asociacion Americana del Corazén (AHA) las dividié en primarias, cuando la
enfermedad es predominante del musculo cardiaco; y secundarias cuando esta asociada
a una enfermedad multisistémica. Las canalopatias se incluyeron a pesar de que el
corazén es estructuralmente sano debido a que las alteraciones electrofisiolégicas
relacionadas son trastornos del cardiomiocito. En el 2008 la Sociedad Europea de
Cardiologia agrupo a los pacientes dependiendo del fenotipo morfologico y funcional; y
recalco de las clasificaciones previas que las definiciones originales de estas condiciones

como idiopaticas ya no se aplican porque se han identificado genes causales.'?

La ultima propuesta de clasificacion viene de la Federacién Mundial del Corazén y fue
hecha en el 2013 por un grupo de 17 miembros que incluyen cardidlogos, genetistas,
patélogos y radidlogos. El sistema es llamado MOGE(S) y se basa en el concepto de la
clasificacién tumoral TNM. Sus siglas, traducidas al espafiol significan (M) caracteristica
morfo-funcional o rasgos clinicos observables, (O) implicacién de érganos, (G) patréon de
herencia genética, (E) causa etiolégica o defecto genético explicito, (S) estadio de

insuficiencia cardiaca (opcional).™

En cuanto a epidemiologia, lo datos manejados son principalmente de paises
desarrollados debido al registro mas acucioso de las patologias en consulta y en
certificados de defuncién. La prevalencia de miocardiopatia hipertrofica es similar en todas
las etnias y su expresion inicia en la adolescencia o adultez. La prevalencia de
miocardiopatia arritmica del ventriculo derecho es dificil debido a tantos criterios
diagnésticos, esta patologia puede desarrollarse en cualquier edad, pero tiene las mismas
predilecciones que para la miocardiopatia hipertréfica.'? Para el sindrome de QT largo los
datos cambian dependiendo de la mutacién de cada paciente. La prevalencia de la
taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica se piensa esta subestimada debido a
que la condicion se relaciona con el ejercicio y con muerte subita (Tabla 2-1). Aunque la
prevalencia de las miocardiopatias individualmente es baja, como grupo representa un
problema de salud publica ya que generalmente se encuentra en mas de la mitad de las

personas menores de 35 afos fallecidas de forma subita (Tabla 2-2).
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Tabla 2-1 Prevalencia de las condiciones cardiacas hereditarias mas comunes

Patologia Nihos (1 ano a pubertad) Adultos (19-64 aios)
MCH Infrecuente 1:250/500

MCA Infrecuente 1:2000/5000
SQTL 1:2000 1:2000
Brugada (Ekg tipo 1) Infrecuente 1:2000/5000
TVPC 1:5000/10000 1:5000/10000

Adaptado del articulo Cardiomyopathy Compendium: Classification, Epidemiology, and

Global Burden of Cardiomyopathies.

Tabla 2-2 Miocardiopatia en 712 casos de muerte subita cardiaca en jévenes estudiados
en la Universidad de Padua (1980-2016)

Patologia %
Miocarditis 14
MCH 10
MCA 10

Corazoén normal 17
(¢, Canalopatias?)
Total 51

Adaptado del articulo Cardiomyopathy Compendium: Classification, Epidemiology, and

Global Burden of Cardiomyopathies.

Una de las manifestaciones de las miocardiopatias es la muerte subita cardiaca, esta
generalmente se refiere a muerte inesperada de origen cardiovascular en una persona con
o sin una enfermedad cardiaca preexistente. Los datos de su incidencia varian
dependiendo de como se defina la patologia y los métodos de vigilancia epidemioldgica de
cada pais. Cémo ya fue expuesto no hay datos colombianos de su incidencia, excepto por
un estudio de 1984 realizado en Medellin donde incluyen patologias no cardiacas, en dicho
estudio en el 2.2% de los casos no se pudo determinar la causa de muerte a pesar de

estudios posmortem, placas histolégicas y pruebas toxicologicas y bioquimicas.™
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La incidencia de muerte subita cardiaca aumenta con la edad sin importar género o etnia,
sin embargo, la proporcion de muertes que son subitas es mayor a edades mas tempranas,
donde el impacto socioeconémico es mayor. En todos los grupos de edades las mujeres
tienen menos riesgo de sufrir una muerte subita, aunque esta discordancia va
disminuyendo a medida que aumenta la edad. Ademas, los afroamericanos presentan paro
cardiaco varios anos antes que su contraparte caucasica y su sobrevida es menor, aunque
es dificil diferenciar la influencia socioecondmica de una predisposicion genética
verdadera.”” Respecto a la comunidad hispana solo tenemos datos de fuentes
norteamericanas donde se enuncia una proporcién menor de muerte por este mecanismo,

pero esta estadistica esta basada en datos limitados del certificado de defuncion.®

Las taquiarritmias ventriculares se presentan en el contexto de un miocardio anormal y se
desencadenan bajo diferentes tipos de estimulos patolégicos, como lo son: isquemia
cardiaca, alteracion del sistema nervioso auténomo, activacién plaquetaria, trastornos
metabdlicos, de canales ionicos, disfuncion del reticulo sarcoplasmico y cambios en la
propagacién del frente de onda; algunos de ellos con programacién fundamentalmente

genética.

Las etiologias de la muerte subita son diversas y en este trabajo se trataran las que no son
de origen isquémico. Entre ellas las mas importantes son las canalopatias cardiacas

congeénitas y las miocardiopatias heredadas.

Las canalopatias cardiacas congénitas son causadas por mutaciones en genes que
codifican para canales idénicos de membrana o estructurales celulares que afectan la
disponibilidad del i6n calcio. Las 4 patologias mas importantes de esta categoria son el
sindrome de QT largo, el sindrome de QT corto, sindrome de Brugada y la taquicardia

ventricular polimorfica catecolaminérgica.'®
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Por otro lado, las miocardiopatias heredadas presentan anormalidades estructurales que
son causantes de arritmias, estas anomalias también tienen una base genética en
mutaciones en proteinas estructurales. Las que se relacionan con muerte subita son
miocardiopatia hipertréfica, miocardiopatia dilatada, miocardiopatia restrictiva,
miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho y ventriculo izquierdo no compactado,
esta ultima en estado de reclasificacion, ya que es considerada por muchos como un

fenotipo mas que una enfermedad."’

Respecto al estudio molecular, actualmente se sigue la guia del Colegio Americano de
Genética Médica y la Asociacion de Patologia Molecular (ACMG/AMP) para la clasificacién
de variantes genéticas, donde se usan los términos patogénico, probablemente
patogénico, significado incierto, probablemente benigno o benigno, y entran en desuso los
términos mutacion y polimorfismo cuando se da un diagndstico clinico; éstas variantes
también se denominan del 1 al 5, en el espectro de benigna a patogénica respectivamente.
Aunque estos modificadores pueden no abordar todos los fenotipos humanos, comprenden
un sistema de clasificacién de cinco niveles para variantes relevantes a la enfermedad

mendeliana.'®

Existen actualmente recomendaciones de examen molecular en miocardiopatias del

Colegio Americano de Genética Médica:"®

a) Se recomiendan pruebas genéticas para el miembro de la familia mas claramente
afectado.

b) Se recomiendan pruebas genéticas en cascada de miembros de la familia en riesgo
para variantes patogénicas y probablemente patogénicas.

c) Ademas de las pruebas de deteccién de rutina para recién nacidos, se recomienda
una evaluacion especializada de los recién nacidos con miocardiopatia, y se deben

considerar las pruebas genéticas.

En la figura 2-1 se observa un arbol genealdgico tipico de estas patologias con una

herencia autosomica dominante donde se observa la cascada genética a partir de un
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afectado con variante patogénica o probablemente patogénica. El abordaje de estas
patologias con secuenciacion de siguiente generacion en Colombia es limitado y sin datos
estadisticos, pero la tendencia en el mundo es a la realizacion de grandes paneles
(superiores a 100 genes), ya que, aunque hay genes que conocemos tienen una
asociacion fuerte, la tasa de diagndstico con ellos es relativamente baja, razén por lo cual
estudios involucran ahora genes menores ° que nos permiten llegar a diagnésticos en
pacientes sin mutaciones en los genes comunes 2'%22%_ En este estudio usaremos un panel
de genes causales de estas enfermedades, los cuales ya tienen una asociacion con
patologia cardiaca reportada en la literatura hasta el momento. El desafio mas importante
frente a la tipificacibn genética de todas las enfermedades es poder clasificar
acertadamente las variantes; los estudios funcionales o el de co-segregacion son los mas
informativos, sin embargo, son dificiles de obtener y la mayoria de los datos que nos
quedan para la ayuda de clasificacién de estas variantes son predictivas por medio de
herramientas de bioinformatica, las cuales no siempre son las mejores. Es por esto que las
especialidades médicas estan intentando aplicar reglas mas o menos restrictivas a sus
patologias con base en las normas del Colegio Americano de Genética Médica para la
clasificacion.?* Estas pautas son necesarias y deben ser aplicadas en un formato
especifico gen-enfermedad, ya que la guia usada actualmente puede ser operador
dependiente y clasificar mas variantes en la categoria de significado incierto y por lo tanto

dejar al paciente sin diagndstico molecular.?®
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Figura 2-1 Arbol genealdgico tipico de miocardiopatia o canalopatia con herencia

autosdmica dominante.

Gen - Gen - Muerte subita / Gen +

. Afectado

Genotipo positivo
Fenotipo negativo

Gen - Gen + Gen +

2.2 Canalopatias cardiacas congénitas

2.2.1 Sindrome de QT largo

Es una arritmia heredada caracterizada por la prolongacion del intervalo QT en el
electrocardiograma. Su diagndstico clinico se realiza con el QT corregido (QTc) el cual
debe ser mayor a 480ms o mayor a 460ms en el contexto de un paciente con sincope
(Figura 2-2). Los pacientes estan en riesgo de presentar Torsade de Pointes lo cual puede
llevar a la muerte. Existen dos entidades que pertenecen a este sindrome, conocidos

también como subtipos malignos: el sindrome de Romano-Ward con un patrén de herencia
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autosémico dominante y el sindrome de Jervell y Lange-Nielsen el cual esta asociado con

sordera congénita, es mas severo y tiene una herencia autosémica recesiva.

La razén por la cual el sindrome de QT largo es una enfermedad importante y esta incluida
en nuestro estudio es por su alta mortalidad en casos donde no es tratada, se estima que
esta mortalidad es del 21% en el primer ano desde el primer sincope del paciente. Por el
contrario, si el paciente es tratado adecuadamente su mortalidad disminuye al 1% en los
siguientes 15 afios.?® Esta es la enfermedad cardiaca en la cual el estudio genético ha
tenido el mayor impacto y demuestra el porqué de la importancia de la correlacién

genotipo-fenotipo.

Los genes alterados mas comunes en esta enfermedad son KCNQ171 (LQT1), KCNH2
(LQT2) y SCN5A. El gen KCNQ1 codifica para una subunidad a del canal de potasio Kv7.1
generando la corriente de despolarizacién lks la cual adapta el intervalo QT durante el
aumento de la frecuencia cardiaca, siendo este un proceso normal durante la activacién
simpatica. Cuando este proceso falla hay una predisposicién para la presencia de arritmias.
La mutacion heterocigota causa el sindrome de Romano-Ward y la mutacion homocigota

causa el sindrome de Jervell y Lange-Nielsen.

El segundo gen mas comun en esta patologia es el KCNH2 que codifica para una
subunidad a del canal de potasio que conduce la corriente Ik por lo cual es determinante

en la fase 3 del potencial de accién cardiaco.

El tercer gen asociados a este sindrome de forma importante es el SCN5SA el cual codifica
para una subunidad a del canal de sodio cardiaco y su funcién es conducir la corriente
interior de sodio despolarizante (Ina). Su mecanismo patolégico se da al prolongar la

duracién del potencial de accién.
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Figura 2-2 Medicion de intervalo QT.

(a) ' (b)

El intervalo QT se mide desde el comienzo del complejo QRS hasta el final de la onda T.
Diferentes morfologias de la onda T son comunmente observables en SQTL y pueden
necesitar diferentes métodos para medir el intervalo QT. (a) Una onda T de base amplia
con terminacién roma en la linea isoeléctrica. Como el final de la onda T es dificil de definir
con precision, recomendamos utilizar el método de tangente en tales casos: se traza una
linea desde el pico de la onda T hasta el punto mas inclinado de la extremidad descendente
de laonda Ty el final de la onda T se define como el punto donde esta linea se cruza con
la linea de base isoeléctrica. (b) Una onda T con muesca con un extremo T agudo en la
linea isoeléctrica. El final de la onda T es facilmente detectable y el intervalo QT se puede

medir directamente. Imagen y texto tomado de %'.

2.2.2 Sindrome de QT corto

Esta es una patologia relativamente nueva, viendo asociacion entre un segmento QT corto
y la presencia de arritmias desde finales de los 80s y categorizandola como un sindrome
en el 2003. Su diagndstico clinico se realiza con un QTc £ 340 ms en un paciente
asintomatico o un QTc menor de 360 ms (Figura 2-3) mas uno de los siguientes: (1)
antecedentes de taquicardia ventricular documentada o fibrilaciéon ventricular en ausencia
de enfermedad cardiaca o causas reversibles; (2) antecedente familiar de SQTC,; (3)
antecedente familiar de muerte subita inexplicada en menor de 40 afios o (4) una variante

patogénica confirmada.
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Esta canalopatia hereditaria tiene un patron de herencia autosémico dominante y es
caracterizada por una repolarizacion cardiaca acelerada, lo cual es responsable del
desarrollo de arritmias y la muerte subita. Este sindrome es extremadamente raro, sin
embargo, los estudios estan focalizados en adultos y en esta patologia los pacientes
pueden presentar arritmias fatales en los primeros afnos de vida por lo cual se subestima

la frecuencia y letalidad del sindrome de QT corto.?®

Los genes causales de este sindrome son 3 que codifican para canales de potasio
(KCNH2, KCNQ1, KCNJ2) y dos que codifican para subunidades tipo L de los canales de
calcio (CACNA1C and CACNB2). Algunos de estos genes se superponen con los genes
de los sindromes QT largo y Brugada, pero para estos hay pérdida de funcion, mientras
que para el sindrome de QT corto la variante influye en la ganancia de funcién, por lo que
aumenta la corriente de entrada de potasio y asi disminuye la duracién del potencial de

accion ventricular.

La importancia de identificar la variante patogénica del paciente es porque hay correlacion
entre la variante y el valor de QTc, la edad de presentacion, la respuesta a antiarritmicos

y la presencia de arritmias concomitantes tipo fibrilacion y flutter auricular.
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Figura 2-3 Hallazgos electrocardiograficos de un paciente con SQTC.
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Hay varios hallazgos de ECG, ademas del QTc que pueden facilitar el diagnéstico correcto

V6

de SQTC, como la presencia de ondas T altas, picudas, simétricas y de base estrecha,
ondas U prominentes, depresion del segmento PQ o un complejo QRS seguido

directamente por un Onda T. Imagen y texto tomado de %°.

2.2.3 Sindrome de Brugada

El sindrome de Brugada (SBr) es una enfermedad genética con un patrén de herencia
autosémico dominante y un fenotipo variable. Esta patologia se caracteriza por hallazgos
electrocardiograficos dados por un pseudobloqueo de rama derecha, elevacién tipica del
segmento ST =22mm en las derivaciones precordiales, de predominio V1 y V2, y un riesgo

aumentado de taquicardia ventricular y muerte subita (Figura 2-4).

La prevalencia del patron de Brugada (anormalidades tipicas del electrocardiograma en
paciente asintomatico) ha sido estimada entre 0.01 y 1% con una predominancia en el
género masculino (8:1). En un meta-analisis de 1545 pacientes se estimo un riesgo relativo

de muerte subita, sincope y descarga de desfibrilador del 10% en un seguimiento de 2.5
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afnos.*® Se estima ademas que el sindrome de Brugada es la causa de 4-12% de todas las
muertes subitas cardiacas y de aproximadamente 20% de muerte subita cardiaca en

corazon estructuralmente sano.'

Multiples genes han sido asociados a esta patologia los cuales intervienen en los procesos
de canales de sodio, potasio y calcio; causando una disminucién de la entrada de iones
sodio y calcio 0 un aumento en las corrientes de salida de potasio. La variante mas
importante relacionada con este sindrome y la primera descubierta es SCN5A la cual
codifica la subunidad a del canal de sodio. Las variantes en este gen se encuentran en 20-
30% de los pacientes con sindrome de Brugada. Sin embargo, es caracteristico en las
canalopatias cardiacas congénitas, la presencia de heterogeneidad alélica y de locus por
lo cual las variantes en el gen SCN5SA también se encuentra en enfermedades como

sindrome de QT largo y repolarizacion temprana.

El segundo gen mas comun en esta patologia es SCN710A que codifica para el canal de
i6n sodio neuronal que también se expresa en corazon y esta presente en 16.7% de los
probandos. Hay otros genes descritos asociados que se documentan en 16% de los
pacientes y a los restantes es comun no encontrar una variante causal, haciendo la
salvedad que este es un territorio que cambia constantemente y mas ahora con la

secuenciacion de siguiente generacion.
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Figura 2-4 Hallazgos electrocardiograficos de un paciente con SBr.
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Imagen tomada de %°.

2.2.4 Taquicardia ventricular polimoérfica catecolaminérgica
(TVPC)

La TVPC tiene patron de herencia autosomico dominante y autosdmico recesivo
dependiendo del gen causal. Se caracteriza por la presencia de contracciones
ventriculares polimoérficas prematuras o taquiarritmias ventriculares polimérficas en
pacientes expuestos a estrés fisico o emocional. La primera manifestacion clinica es el
sincope inducido por estrés y se presenta entre la primer y segunda década de la vida; en
algunos casos puede debutar con muerte subita. El pronéstico de la TVPC no es bueno y
se considera que 40% de los pacientes fallecen en los siguientes 10 afios posteriores al

diagnéstico.?

Se han reportado multiples genes causales de enfermedad, el mas comun es el RYR2 con
una herencia dominante, el gen CASQ2 con herencia recesiva, asi como también CALM,
gen de la calmodulina; y TRD, gen de la triadina los cuales regulan las aperturas del canal

RYR2. Al presentarse estrés fisico o emocional hay una liberacion de catecolaminas las
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cuales en presencia de esta disfuncién de los canales aumenta la salida de calcio del
reticulo sarcoplasmico durante la diastole, se aumentan los niveles de dicho electrolito de
forma intracelular lo cual dispara las bombas sodio/calcio. El ion sodio que ingresa en este
intercambio despolariza la célula, lo cual se visualiza como una diastole tardia y es

responsable de las posdespolarizaciones tardias (Figura 2-5).%

Figura 2-5 Prueba de ejercicio para un paciente con TVPC.

(@  0:00 Pre-excercise HR: 75 bpm (d) 4:21 Excercise HR: 138 bpm
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(c)  3:36 Excercise HR: 128 bpm ® 5:00 Recovery HR: 72 bpm

Taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica (TVPC). Progresion tipica de
anomalias ritmicas en pacientes con TVPC durante la prueba de esfuerzo. (a) Ritmo
sinusal en reposo. La bradicardia sinusal con ondas U prominentes (flecha), aunque no es
especifica, es un hallazgo comun en pacientes con TVPC. (b) Lo que sucede después de
unos minutos de ejercicio: surge un solo PVC (circulo) de acoplamiento largo; A medida
que el ejercicio continda y aumenta la frecuencia cardiaca, se desarrollan el bigeminismo
(c) y las parejas bidireccionales (d). (e) Taquicardia ventricular bidireccional sostenida
preocupante, que puede sobrevenir durante el ejercicio intenso que conduce a sincope o

incluso degenera en fibrilacion ventricular. Finalmente, a medida que el ejercicio se detiene
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y los pacientes se recuperan, las arritmias cesan gradualmente y el ECG vuelve al ritmo

sinusal después de unos minutos (f). Imagen y texto tomado de ?’.

2.3 Miocardiopatias estructurales

2.3.1 Miocardiopatia arritmogénica

Esta patologia fue descrita inicialmente en 1982 con el nombre de displasia arritmogénica
del ventriculo derecho debido a que se pensaba era un defecto congénito del desarrollo.
Con una determinacion mas precisa de sus caracteristicas fenotipicas fue llamada
miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho. Posteriormente con la investigacion
de las ciencias basicas y aumento en el diagndstico de ésta patologia se pudo determinar
que es secundaria a un defecto genético en los desmosomas, tiene un patrén autosémico
dominante o autosémico recesivo y ademas puede comprometer el ventriculo izquierdo

por lo cual su nueva denominacién es miocardiopatia arritmogénica.>*

La miocardiopatia arritmogénica se caracteriza por la pérdida de miocardio el cual se
reemplaza por tejido graso y fibroso, infiltrados inflamatorios, especialmente de linfocitos
T son frecuentemente observados en conjunto con los miocitos en proceso de muerte
celular sugiriendo que hay una mediacion inmunoldgica del proceso (Figura 2-6).% El sitio
mas afectado es la pared libre del ventriculo derecho, presentando adelgazamiento y
condicionando el desarrollo de aneurismas. En ventriculo izquierdo también puede estar

afectado, pero en menos extension, aunque hay variantes donde puede predominar.

El diagndstico de esta enfermedad aun no tiene un “estdndar de oro” y se realiza usando
un sistema de puntaje (criterios Task Force) *® donde estan incluidos items que consideran
factores genéticos y familiares, anormalidades electrocardiograficas, arritmias vy

alteraciones estructurales y funcionales del ventriculo.
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La frecuencia estimada en la poblacién es de 1:1000 a 5000. Debido a que la manifestacion
inicial puede ser la muerte subita, los pacientes no diagnosticados pueden aumentar la
estadistica hasta en un 30% en la mayoria de poblaciones.*” La prevalencia de cardiopatia
arritmogénica del ventriculo derecho en las victimas de muerte subita cardiaca es
relativamente alta y es una de las causas principales en la muerte subita en poblacién
joven. Estudios en atletas muestran que esta patologia es la causa de muerte subita en

10-15% de los casos.*®

Podemos categorizar los genes implicados en la miocardiopatia arritmogénica de acuerdo
con su localizacion y funcién con respecto a los discos intercalados de los cardiomiocitos
donde encontramos el area composita que es una estructura arquitecténica y de
sefializacién que incluye componentes del desmosoma, la union adherente y los canales
idénicos. Los genes con mayor prevalencia dentro de esta patologia son propios de los
desmosomas, en orden de prevalencia: placofilina 2 (PKP2), desmoplaquina (DSP),
desmogleina 2 (DSGZ2), desmocolina 2 (DSC2) y placoglobina de la uniéon (JUP). En
prevalencias muy bajas encontramos genes de la unién adherente, Catenina-a3 (CTNNA3)
y cadherina 2, (CDH2); contribuyentes al manejo del calcio, fosfolamban (PLN) y receptor
de la rianodina 2 (RYRZ2); proteinas estructurales intracelulares, desmina (DES), titina
(TTN) y filamina C (FLNC); el canal de sodio (SCN5A) y proteinas de envoltura nuclear

como la lamina A/C entre otras.*°

La miocardiopatia arritmogénica tiene una herencia dominante, en la cual encontramos
caracteristicas netamente cardiolégicas dadas por arritmias ventriculares, palpitaciones,
sincope secundario a arritmia y muerte subita con los cambios ya descritos a nivel
histolégico. También se describen formas recesivas como el sindrome de Carvajal (gen
DSP) y la enfermedad de Naxos (gen JUP) donde ademas de sus caracteristicas
cardiacas, hay presencia de alteraciones en piel y anexos dados por queratoderma y

cabello lanoso puesto que los desmosomas son de importancia en el epitelio.



Capitulo 2 23

Figura 2-6 Caracteristicas macroscopicas e histolégicas de MCA.
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(a) llustracién que muestra las regiones ventriculares mas comunmente afectadas en la
La

predominantemente el tracto de entrada, el apice y el infundibulo, conocido como el

miocardiopatia  arritmogénica. enfermedad del ventriculo derecho afecta
triangulo de la displasia (triangulo punteado). La enfermedad dominante a la izquierda
comunmente afecta las paredes inferior e inferolateral (rectangulo punteado). (b) Imagenes
macroscopicas del ventriculo derecho (RV) y el ventriculo izquierdo (LV), destacando el
depdsito de grasa epicardica (puntas de flecha negras). (¢) Caracteristicas histoldgicas de
la MCA que incluyen adipogénesis y reemplazo de cardiomiocitos (izquierda; tincién
tricrémica), fibrosis (centro; tincidén tricromica) e inflamacion yuxtapuesta al tejido
miocardico (derecha; tincion con hematoxilina y eosina). ENDO, endocardio; EPI,

epicardio. Imagen y texto tomado de *.

TSR

o



24 Determinacion de variantes genéticas en una muestra de poblacién
colombiana con miocardiopatias hereditarias: Un estudio piloto

2.3.2 Miocardiopatia hipertréfica

Es una enfermedad de origen genético de los miocitos cardiacos que se caracteriza por
hipertrofia cardiaca inexplicada generalmente asimétrica, un ventriculo izquierdo no
dilatado y una fraccion de eyeccion normal o aumentada. Dentro de las manifestaciones
clinicas se identifican, obstruccién del tracto de salida del ventriculo izquierdo, disfuncién
diastolica, regurgitacién mitral, vasodilatacion inapropiada durante esfuerzo, isquemia
microvascular, fibrilacién auricular, arritmia ventricular y muerte subita cardiaca. A nivel
celular se observan que los cardiomiocitos estan hipertrofiados, desorganizados y
separados por areas de fibrosis. Se estima que el 0.5% de los pacientes por afio progresa
a miocardiopatia hipertréfica de tipo “burn-out’ la cual se caracteriza por adelgazamiento
de la pared, dilatacién de la cavidad y disfuncién sistdlica, a veces acompanada de

hipertensién pulmonar moderada a severa.*

La miocardiopatia hipertrofica es el desorden cardiovascular hereditario mas comun
afectando de 1:625 a 1:344 individuos en el mundo.*’ Su expresion es dependiente de
edad, presentando la hipertrofia en la tercera década de la vida en la mitad de los pacientes
con variante patogénica, mientras que dichas caracteristicas se presentan en tres cuartos
de los pacientes en la sexta década. Se considera que con imagenologia mas sensible,
mas miembros familiares de un probando evaluados y cuando los exadmenes genéticos son
mas utilizados, la prevalencia estimada de la enfermedad puede llegar a ser tan alta como
1:167.42

Sus caracteristicas son dadas por dafio en los sarcomeros (unidad funcional de musculo)
quienes son responsables de generar la fuerza molecular de la contraccibn muscular
(Figura 2-7). Las dos proteinas mas relacionadas con la miocardiopatia hipertréfica (70%)
son las codificadas por los genes MYBPC3y MYH7; otros genes causales, pero en menor
proporcion son TNNT2, TNNI3, TPM1, MYL2, MYL3 y ACTC1.2 Generalmente se ha
considerado esta patologia como autosdémica dominante, pero de forma infrecuente puede

tener un patrén recesivo.
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Figura 2-7 Fenotipos histolégicos MCH.

A, una seccién miocardica delgada normal tefida con hematoxilina y eosina (H y E). B,
una seccién delgada miocardica tefida con H y E de bajo aumento (x 4) de un corazén de
un paciente con miocardiopatia hipertréfica que muestra una arquitectura miocardica
desorganizada. C, una seccidon de miocardio tefida con H y E de mayor aumento (x 20)
que muestra desorden de miocitos (x). D, una seccién delgada de miocardio (x 20) tefida
con tricromo de Masson azul que muestra areas de fibrosis intersticial. Imagen y texto

tomado de *'.

Las hipertrofias no sarcoméricas son consideradas fenocopias. Estas incluyen la
enfermedad de Fabry, enfermedades por almacenamiento de glucégeno, enfermedades
lisosomales, mitocondriales, los sindromes de repeticién de tripletas y otros. Una fenocopia
se puede sospechar en pacientes con hipertrofia ventricular grave y concéntrica, con
electrocardiograma de muy alto voltaje y una onda delta; ademas de la presencia de
sintomatologia sistémica como miopatia esquelética o falla renal. Las pruebas genéticas,
cuando son positivas, son utiles para distinguir entre MCH y una condicion de fenocopia.
En la actualidad los paneles genéticos para la MCH incluyen los genes de las patologias
consideradas como fenocopias incluidos: GLA, GAA, PRKAG2, LAMP2, TTR, etc.






3.Metodologia

3.1 Tipo de estudio

Serie de casos.

3.2 Muestra

Estudio piloto con 25 pacientes.

3.3 Pacientes

3.3.1 Criterios de inclusion

= Pacientes con diagnésticos de sindrome de QT largo, sindrome de QT corto,
sindrome de Brugada, taquicardia ventricular polimoérfica catecolaminérgica,
miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho y miocardiopatia hipertrofica.

= Pacientes hasta los 50 anos.

3.3.2 Criterios de exclusion

= Pacientes con enfermedad coronaria significativa.
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= Pacientes con sindrome convulsivo.

3.4 Consentimiento informado

Todos los pacientes evaluados en el presente trabajo, dieron su consentimiento para
participar de manera voluntaria en el estudio. Adicionalmente, el estudio conté con la
aprobacién del comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Colombia, Acta de evaluaciéon N°. 018-301-17, y la aprobacién del comité de ética,
Fundacion Abood Shaio. Acta N° 261.

3.5 Métodos de laboratorio

Aislamiento de ADN mediante la utilizacién del kit Qiagen DNA BloodMinikit (Qiagen) de

acuerdo a las recomendaciones del fabricante (Qiagen Cat No./ID: 51106).

La Cuantificacién de las muestras de ADN se llevo a cabo en un equipo Nanodrop2000
(ThermoFisher Scientific) siguiendo las recomendaciones del fabricante, asi como
cuantificacién en equipo Qbit (ThermoFisher Scientific) siguiendo las recomendaciones del

fabricante, para verificar calidad y concentracion de ADN.

3.5.1 Secuenciacion de proxima generacion (NGS)

Se llevo a cabo el analisis de las muestras dependiendo de la patologia presente mediante
secuencia de proxima generacion. Las muestras de ADN aislado fueron remitidas bajo
codificacién anonima a Sistemas Gendmicos (Paterna, Valencia Espafia) para el
procesamiento de laboratorio debido a la crisis cambiaria generada por la pandemia por

Covid 19, lo cual imposibilitd la importacion de los reactivos para procesamiento local.
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Para el caso de miocardiopatia hipertréfica y arritmogénica, se llevo a cabo el analisis de
un panel genético de 90 genes en la plataforma (Cardio-GeneProfile MCP de Sistemas

Gendmicos®) en la plataforma lllumina para secuencia de nueva generacion.

Miocardiopatia hipertrofica y Arritmogénica

ABCC9, ACTC1, ACTN2, ADRB1, ADRB2, ADRB3, AGL, ANK2, ANKRD1, BAG3, BRAF,
CALRS3, CBL, CAV3, CRYAB, CSRP3, CTF1, DES, DMD, DSC2, DSG2, DSP, DTNA,
EMD, EYA4, FHL1, FHL2, FKTN, FLNC FXN, GAA, GLA, HRAS, ILK, JPH2, JUP, KRAS,
LAMA4, LAMP2, LDB3, LMNA, MAP2K1, MAP2K2, MYBPC3, MYH6, MYH7, MYL2, MYL3,
MYLK2, MYOT, MYOZ2, MYPN, NEBL, NEXN, NRAS, POLIM3, PKP2, PKP4, PLEC, PLN,
PNN, PRKAG2, PSEN1, PSEN2, PTPN11, RAF1, RBM20, RPSA, RYR2,SCN5A, SDHA,
SGCG, SHOC2, SLC25A4, SOS1, SPRED1, TAZ, TCAP, TGFB3, TMEMA43, TMPO,
TNNC1, TNNI3, TNNT2, TPM1, TTR, VCL, SYNE1, SYNE2.

Para los casos con sindrome QT largo, y sindrome de Brugada, se llevé a cabo el analisis
con un panel definido para cada patologia, asi como un panel ampliado de 236 genes

(listados en Cardio Gene Profile de Sistemas Gendmicos ®) que involucro los genes:

Sindrome de QT largo

ANK2, CACNA1C, CALM1, CALM2, CALM3, CAV3, KCNE1, KCNE2, KCNH2, KCNJ2,
KCNQ1, SCN5A, TRDN, AKAP9, KCNJ5, SCN4B, SNTA1, RYR2.

Sindrome de Brugada

SCNSA, ABCC9, CACNA1C, CACNA2D1, CACNB2, GPD1L, HCN4, KCND3, KCNES3,
KCNES, KCNH2, KCNJ8, PKP2, RANGRF, SCN10A, SCN1B, SCN2B, SCN3B, SLMAP,
TRPM4.
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Miocardiopatia arritmogénica

ACTN2, DES, DSC2, DSG2, DSP, EMD, FLNC, JUP, LMNA, PKP2, PLN, PRKAG2,
RBM20, RYR2, SCN5A, TMEM43, TNNI3, TNNT2, TTN, ANKRD1, CTNNAS3, LDBS3,
PDLIM3, TGFB3.

Panel ampliado

A2ML1, ABCC6, ABCC9, ACTA2, ACTC1, ACTN2, ACVR2B, ACVRL1, AGL, AKAP9,
ALG10, ANK2, ANKRD1, BAG3, BMPR2, BRAF, CACNA1B, CACNA1C, CACNA1D,
CACNA2D1, CACNB2, CALM1, CALM2, CALM3, CASQ2, CAV1, CAV3, CBL, CFAPS3,
CFC1, CHD7, CHST14, CITED2, COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL4A1, CL5A1, COL5A2,
CRELD1, CRYAB, CSRP3, CTNNA3, DES, DMD, DPP6, DOLK, DSC2, DSG2, DSP,
DTN4, EFEMP2, EHMT1, EIF2AK4, ELN, EMD, ENG, ENPP1, EVC, EYA4, FBLNS, FBN1,
FBN2, FHL1, FHL2, FHOD3, FKBP14, FKRP, FKTN, FLNA, FLNC,FOXC1, FOXF1, FXN,
G6PC3, GAA, GATA4, GATAG6, GATAD1, GBE1, GDF1, GDF2, GJA1, GJA5, GLA, GLMN,
GNA12, GPD1L, GUCY1A3, GYG1, GYS1, HAND2, HCN4, HFE, HRAS, HTRA1, ILK,
JAG1, JPH2, JUP, KCNA5, KCND2, KCND3, KCNE1, KCNE1L, KCNE2, KCNE3, KCNEA4,
KCNES, KCNH2, KCNJ2, KCNJ5, KCNJ8, KCNK17, KCNK3, KCNQ1, KRAS, KRIT1,
LAMA4, LAMP2, LDB3, LDRL, LMNA, LOX, LRP6, LZTR1, MAP2K1, MAP2K2, MEF2A,
MFAPS, MIB1, MMP21, MYBPC3, MYH11, MYH6, MYH7, MYL2, MYL3, MYLK2, MYOT,
MYOZ2, MYPN11, NEBL, NEXN, NF1, NKX2-3, NKX2-5, NKX2-6, NODAL, NOTCH1,
NOTCH2, NOTCH3, NPPA, NRAS, NUP155, OBSCN, PDLIM3, PKP2,PKP4, PLEC, PLN,
PLOD1, PRDM16, PRKAG2, PRKg1, PROC, PROS, PSEN1, PSEN2, PTPN11, RAF1,
RANGRF, RASA1, RASA2, RBM10, RBM20, RIT1, RNF213, RPSA, RRAS, RYR1, RYRZ,
SCN1B, SCN2B, SCN3B, SCN4B, SCN5A, SDHA, SGCD, SHOC2, SLC22A5, SLC2A10,
SLMAP, SMAD3, SMAD4, SMAD6, SMAD9, SNTA1, SOS1, SOS2, SPRED1, SYNE(1,
SYNE2, TAB2, TAZ, TBX1, TBX20, TBX4, TBX5, TCAP, TEK, TFAP2B, TGFB2, TGFB3,
TGFBR1, TGFBR2, TLL1, TMEM43, TMPO, TNNC1, TNNI3, TNNT2, TPM1, TRDN,
TRPM4, TTN, TTR, VCL, ZFPM2, ZIC3, ZNF469.
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Para el analisis de los paneles genéticos, una vez se obtuvieron los archivos FastQ, se
subieron a la plataforma GeneSystems de Sistemas Gendmicos para el analisis
bioinformatico, el cual se llevdé a cabo en su totalidad por los investigadores de este

proyecto.

Para el andlisis de cada una de las variantes identificadas, se aplicaron los criterios de la
ACMG para la clasificacion de variantes, teniendo en cuenta entre otros, la frecuencia
poblacional de las variantes identificadas reportadas en bases de datos como 1000K,
ExAc, Sistemas Gendmicos, GnomAD, entre otros, asi como los softwares de prediccion
como SIFT, CONDEL, POLYPHEN, CAAD Score, Mutation Taster. De la misma manera,
se consultaron las bases de datos y recursos como ClinVar, HGMD Profesional, LOVD,
Varsome, ClinVar Miner, InterVar, DGV, Atlas of Cardiac Genetic Variation y Uniprot, asi
como la nueva herramienta online CardioClassifier, una herramienta web automatica e
interactiva para ayudar a la interpretacion de variantes clinicas en una amplia gama de
miocardiopatias hereditarias. Este programa automatiza la recuperacion de datos,
incorpora conocimientos especificos de genes y enfermedades para refinar la aplicaciéon
de reglas, esta precargado con datos curados sobre observaciones previas (en salud o
enfermedad) e integra evidencia de acuerdo con el marco ampliamente adoptado del

Colegio Americano de Genética Médica.?*






4.Resultados

4.1 Caracterizacion de la muestra

Se analizaron 25 pacientes no relacionados, con diagndsticos de miocardiopatia
hipertréfica, sindrome de QT largo, sindrome de Brugada y miocardiopatia arritmogénica,
representadas en este orden en la muestra, Tabla 4-1. La consecucion de los pacientes
fue por medio de convenio con la Fundacion Clinica Abood Shaio, sin embargo ni dentro
de las instituciones ni en el pais aun hay registros especificos para estas patologias lo cual
es una barrera para encontrarlos. Estas dificultades ahondadas por la inexistencia de
coédigos CIE-10 para todas las enfermedades aqui estudiadas, a excepcion de la
miocardiopatia hipertréfica. Esta si es mas incidente y prevalente pero, asi mismo, mas
factible de encontrar en bases de datos manejadas con cddigos CIE-10, como se realiza
el registro en Colombia bajo los lineamientos del Ministerio de Salud.** Debido a las
dificultades para la consecucion de la muestra se realizd6 una convocatoria abierta por
medio de redes sociales con lo cual se completaron los pacientes, 16 pacientes de la
alianza con la Clinica Abood Shaio y 9 pacientes de redes sociales, estos Ultimos ya
valorados por cardiologia/electrofisiologia. Dentro de las patologias consideradas para
este estudio también se encontraban el sindrome de QT corto y la taquicardia ventricular
polimérfica catecolaminérgica sin embargo no se encontraron pacientes para estas

patologias lo cual se debe a la baja prevalencia de estas enfermedades.

Las miocardiopatias estructurales representaron el 52% de la muestra mientras que las

miocardiopatias arritmicas fueron el 48% (tabla 4-1).
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Las edades de los pacientes oscilan entre los 14 y 61 anos con una media general de 40.4.
La MCH tiene el promedio de edad mas alto con 46.4, 60% de los pacientes son
masculinos. En cuanto al género, los hombres estan mas representados; el Unico grupo

donde la proporcién de mujeres es mayor es el sindrome de QT largo.

Todos los pacientes pertenecen a la region andina, la mayor representacién es de
Cundinamarca con 17 pacientes, Boyaca y Caldas con 2 sujetos y Antioquia, Huila, Tolima

y Valle del Cauca cada una con 1 paciente.

Tabla 4-1 Caracterizacion de los pacientes

Patologia No. Edad, Rango, Mujeres Hombres Historia
probandos anos anos familiar
MCA 2 (8) 34 +28.2 14 - 54 1(50) 1(50) 1(50)
MCH 11 (44) 46.4 + 8.7 30 -61 4 (36.4) 7 (63.6) 9 (81.8)
SBr 4 (16) 39277 29 - 47 0 (0) 4 (100) 3 (75)
SQTL 8 (32) 345+13.1 14 - 57 5 (62.5) 3 (37.5) 6 (75)
Total 25 404 £ 13 14 - 61 10 (40) 15 (60) 19 (76)

Los valores son media + desviacion estandar, rango o n (%) a menos que se indique lo

contrario.

4.2 Analisis genético

Se realizé analisis de secuenciacion masiva como se describié previamente en todos los

pacientes del estudio.

El rendimiento diagndstico global de la prueba fue de 52% (13/25 pacientes) para variantes
patogénicas y probablemente patogénicas usando los criterios del Colegio Americano de

Genética Médica y Gendmica.'® Se detectaron variantes de significado incierto (VSI) en el
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12% de los pacientes (3/25) y resultados negativos para el 36% de los pacientes (9/25)
(Ver Tabla 4-2).

Se identificaron variantes en 16 de los 25 pacientes analizados. En tres (3) de los pacientes
estudiados, correspondieron a variantes de Significado Incierto (VSI), mientras que 13
pacientes presentaron variantes patogénicas o probablemente patogénicas (clase 4 o 5)

de acuerdo con los criterios de la ACMG.

De los 13 pacientes en los cuales se identificé variante patogénica o variante
probablemente patogénica, 10 pacientes tenian variantes missense, 1 paciente una

variante nonsense y 2 pacientes una variante frameshift.

Las canalopatias tuvieron un mejor rendimiento diagndstico (58.3 % 7/12 pacientes
positivos) siendo los genes comprometidos KCNE1 (dos pacientes), KCNQ1T (1 paciente) ,
SCN5A (dos pacientes), KCNHZ2 (dos pacientes), en comparacién con las miocardiopatias
(46.2%, 6/13 pacientes) siendo los genes comprometidos TNNT2 (1 paciente), MYH7 (2
pacientes), DSP (1 paciente), MYL3 (1 paciente) y PRKAG2 (1 paciente).

Discriminando por patologia, para la miocardiopatia hipertréfica (MCH) el rendimiento
diagnéstico fue del 45.4% (5/11 pacientes). La mayoria de las variantes patogénicas o
probablemente patogénicas identificadas en pacientes con MCH fueron variantes
missense e involucran el sarcomero (Pacientes MC05, MC12, MC16, MC22), solo un
paciente tiene una variante missense en un gen no sarcomérico (MC09). Se reportan 3
pacientes con variantes de significado incierto (VSI) de las cuales tres (2) son variantes
missense en los genes LAMP2, FLNC (pacientes MC06, MC09, MC21) y una variante
intrénica en el gen TNNT2 (paciente MC10). La miocardiopatia hipertrofica fue en la Unica

enfermedad para la cual hay resultados indeterminados con VSI.
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Para la Miocardiopatia arritmogénica (MCA) un paciente (MC17) fue positivo con variante
patogénica nonsense (pQ595*) en el gen de la desmoplaquina (DSP), mientras que una

paciente fue negativa (MC13).

El rendimiento para el SQTL fue de 62.5% (5/8 pacientes). En tres de los 8 pacientes con
sindrome de QT largo (37.5%), no se identificé variante patogénica, probablemente
patogénica o de significado incierto. Para los pacientes positivos se evidencié compromiso
en 3 genes. KCNH2 en dos pacientes, tienen una variante de cambio de sentido en el
mismo codén, pero por aminoacidos diferentes, paciente MC18 con p.S818L y MC24 con
p.S818W. Adicionalmente, se identific6 la misma variante en dos pacientes no
relacionados en el gen KCNE1 que involucra una delecion, con alteracion subsiguiente en
el marco de lectura y produce un codon de parada prematura (c.18-131del, p.P11Afs*24)
en los pacientes MC01 y MC23. Por ultimo, una variante de cambio de sentido en el gen
KCNQ1 (Paciente MCO04).

Finalmente, para el Sindrome de Brugada (SBr) se encontré un rendimiento del 50%, con
2 variantes con cambio de sentido en el gen SCN5A en los pacientes MC11 y MC25 y dos

pacientes sin hallazgo molecular.

La media de edad para los resultados genéticos fue la siguiente: para resultados positivos
una edad de inicio de sintomas de 17.8 anos, para resultados indeterminados 34 afos y
para los negativos una edad de 23.5 afios. La diferencia en edades mas importante por
patologia de observa en el SQTL. Los sujetos positivos con media de 9.6 anos y los

negativos con media de 23 afios.
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Tabla 4-2 Descripcidn variantes genéticas.
cob ENF ESTATUS LOCALIZACION  GEN  NUCLEOTIDO EXON AMINOACIDO
MCO01 SQTL Positivo Canal iénico KCNE1 c.31_118del 3/3 p.P11Afs*24
MCO02 SBr Negativo
MCO03 SBr Negativo
MCO04 SQTL Positivo Canal i6nico KCNQ1 c.1027C>T 7/16 p.P343S
MCO05 MCH Positivo Sarcémero TNNT2 c.418C>T 10/16 p.R140C
MC06 MCH Indeterminado Lisosoma LAMP2 c.1091C>T 8/9 p.T364l
MCO07 SQTL Negativo
MCO08 MCH Negativo
MC09 MCH Positivo Quinasa PRKAG2 c.1203C>A 11/16 p.H401Q
MC10 MCH Indeterminado Sarcémero TNNT2 c.851+5G>A
MC11 SBr Positivo Canal iénico SCN5A c. 362G>A 3/28 p.R121Q
MC12 MCH Positivo Sarcomero MYH7 c.1208G>A 13/40 p.R403Q
MC13 MCA Negativo
MC14 MCH Negativo
MC15 MCH Negativo
MC16 MCH Positivo Sarcémero MYH7 c.4130C>T 30/40 p.T1377M
MC17 MCA Positivo Desmosoma DSP c.1783C>T 14/24 p.Q595*
MC18 SQTL Positivo Canal iénico KCNH2 €.2453C>T 10/15 p.S818L
MC19 SQTL Negativo
MC20 SQTL Negativo
MC21 MCH Indeterminado Sarcémero FLNC c.1934A>C 12/48 p.D645A
MC22 MCH Positivo Sarcémero MYL3 c.451G>A 4/6 p.A151T
MC23 SQTL Positivo Canal iénico KCNE1 c.31_118del 3/3 p.P11Afs*24
MC24 SQTL Positivo Canal i6nico KCNH2 €.2453C>G 10/15 p.S818W
MC25 SBr Positivo Canal iénico SCN5A c.845G>A 6/28 p.R282H
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Tabla 4-2 (Continuacion)

cop ENe  POPE  cuasiFicacion  SECUENCIADE  dnsp ACMG

MCo1 SQTL Frameshift PP NM_001270402.2 PVS1, PM2
MC02 SBr

MC03 SBr

MC04 SQTL Missense PP NM_000218.2 rs199472762 PM1, PM;;’:MS' PP2,
MCO05 MCH Missense PP NM_001276345.2 rs397516463 PM1, PMPZF',;PZ' PP3,
MC06 MCH Missense VS| NM_013995.2 rs183781327 PM1, PP3, BS1
MCo7 SQTL

MC08 MCH

MC09 MCH Missense PP NM_016203.3 PM1, PM2, PP3, PP5
MC10 MCH Intrénica VSI NM_001276345.2 rs193922620 PM2, PP3
MC11 SBr Missense PP NM_001160160.1 rs199473058 PM1, PM2, PP1, PP3
MC12 MCH Missense P NM_000257.3 rs121913624 PS3, PPS:A";'\;I:‘;’ PM2,
MC13 MCA

MC14 MCH

MC15 MCH

MC16 MCH Missense PP NM_000257.3 rs397516201 PS4, PM2, PP3
MC17 MCA Nonsense PP NM_004415.3 PVS1, PM2
MC18 SQTL Missense PP NM_000238.3 rs121912510 PM1, PMPZF',;PZ' PP3,
MC19 SQTL

MC20 SQTL

MC21 MCH Missense VSI NM_001458.4 PM2, PP3
MC22 MCH Missense PP NM_000258.3 rs869025486 PM1, PM2, PP2, PP3
MC23 SQTL Frameshift PP NM_001270402.2 PVS1, PM2
MC24 SQTL Missense PP NM_000238.3 PM1, PMPZF’,:PZ’ PP3,
MC25 SBr Missense PP NM_000335.5 rs199473083 PM1, Px:' ::::/;5' PP2,

Abreviaturas. COD: codigo, P: patogénica, PP: probablemente patogénica, VIS: variante

de significado incierto.

Se agruparon los pacientes por edades, en menores de edad, adultos jovenes y mayores

de 40 anos. Se evidencio un rendimiento superior de la prueba cuando sintomas de los

pacientes inician a menor edad. Figura 4-1.
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Los pacientes con resultados positivos en el analisis genético tenian antecedentes
familiares de forma mas frecuente, 11 pacientes vs 2 pacientes con historia familiar
negativa. Todos los probandos con variante de significado incierto (VSI) tienen historia
familiar positiva. Para los probandos negativos, 5 con antecedentes familiares y 4 sin estos

antecedentes.

Para los pacientes con MCH, la hipertrofia asimétrica fue mas prevalente, evidenciandose
en 9 de 11 pacientes. Para este tipo de hipertrofia, 5 probandos tuvieron un resultado
positivo en el panel, cuatro de ellos en genes sarcoméricos y uno en un gen metabdlico; 2
con variante de significado incierto (VSI), ambos en genes sarcoméricos; y dos pacientes
con resultados negativos. El patron concéntrico se presentd en 2 sujetos, el primero con

una VSI en el gen LAMP2 (no sarcomérico) y el segundo con un panel negativo.

Respecto al espesor miocardico, los sujetos con resultados positivos con una media de
20.2mm, indeterminados con 19.67mm y negativos con 17.67mm. La hipertrofia menos
severa (14mm) fue identificada en un paciente con patron de hipertrofia concéntrica y panel

negativo.

Figura 4-1 Rendimiento panel genético por edades expresado en porcentaje.
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4.3 Historia familiar

Los antecedentes familiares fueron ampliamente discutidos al momento de la anamnesis,
sin embargo, para la poblacién general no son claras las diferencias en muchas patologias
cardiacas. Pacientes y familiares describen estos antecedentes como: infarto, paro
cardiaco, “fallecio por algo del corazén”, “tiene el corazén grande”, “fallecié de un momento
aotro” y “se desmayaba”. Aunque estos términos no son tan claros y pueden corresponder
a enfermedad coronaria u otras causas de enfermedad cardiaca, se les dio mérito ya que
algunos de estos antecedentes no claros se presentaron en menores de 50 afos o hay
pacientes con una combinacién de familiares que tienen arritmias, sincopes recurrentes o
muertes prematuras. En este estudio el 76% de los individuos a estudio tienen
antecedentes familiares, 19 de 25 pacientes. Uno de los pacientes sin antecedentes

desconoce su historia familiar paterna.

4.4 Tiempo de diagnéstico

Se realiz6 un analisis diferencial entre las edades. La actual, la de inicio de sintomas y la
de diagnéstico, Tabla 4-3. Se consideraron sintomas de inicio: la muerte subita como
presentacion inicial, el sincope, lipotimias a repeticion, las convulsiones, el dolor toracico,
episodios de bradicardia severa y otros cuadros cardiovasculares como un diagnéstico de
hipertension arterial que, aunque puede no estar relacionada si iniciaron las consultas con
cardiologia. Algunos de estos sintomas pudieran tener otras explicaciones, como los
sincopes y lipotimias, sin embargo, debido al diagndstico subsecuente de los pacientes se
deben considerar como primeras manifestaciones secundarias a arritmias. Asi mismo las
convulsiones, que no se encuentran dentro del fenotipo de las miocardiopatias o
canalopatias, pero se presentan en estos pacientes por hipoxia posterior a un evento
arritmico por lo cual es importante incluirlas. Una de nuestras pacientes (MC04) tuvo un
diagnéstico de sindrome convulsivo, medicada por algunos afios hasta la ocurrencia de

una muerte subita y posterior diagndstico de sindrome de QT largo.
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No se incluyeron para esta medida cuatro pacientes, debido a que sus diagndsticos fueron
realizados sin sintomas. Paciente deportista de alto rendimiento a quien le realizan
electrocardiograma de rutina y observan patrén tipo | para sindrome de Brugada (MC11);
dos pacientes a quienes se les realizé chequeo rutinario con auscultacion de soplo
cardiaco por lo que ordenan ecocardiograma donde se evidencia hipertrofia (MC12 y
MC14) y paciente femenina con hermano que fallece a los 35 afios por enfermedad
cardiaca desconocida por lo cual asiste a consulta y diagnostican miocardiopatia
hipertréfica (MC21). Esto no significa que posteriormente dichos pacientes no hayan
presentado sintomatologia, la Ultima paciente mencionada, al afio de su diagnéstico queda
en embarazo, su primer sintoma es disnea en el tercer trimestre y en posparto tiene el
primer episodio de falla cardiaca descompensada, en el momento esta a la espera de
trasplante cardiaco. La paciente tiene un estudio molecular indeterminado (variante de

significado incierto) pese al antecedente de su hermano y la severidad de su patologia.

La patologia cuyo diagnéstico fue mas rapido fue el sindrome de Brugada,

diagnosticandose durante el primer afno de signos y sintomas para los 3 pacientes.

Posterior, la miocardiopatia hipertréfica con una media de 2 anos. El paciente con el mayor
intervalo de diagndstico fue 8 anos (MCO09), presenta un episodio sincopal al observar su
sangre a una edad de 15 afos; aunque es de destacar que sincopes con este
desencadenante no son infrecuentes en la poblacion general sin un sustrato arritmico.
Ocho afios después presenta episodio de taquicardia supraventricular de donde se derivan

estudios con el consiguiente diagndstico.

El sindrome de QT largo tuvo una media en el intervalo de diagnéstico de 10.1 afos. De 8
pacientes, 7 inician con sintomas antes de los 15 anos. El paciente con diagnéstico mas
tardio (MC18) esta en 22 afos con un cuadro complejo, desde la adolescencia temprana
con sincopes, a los 14 afos es diagnosticado con hipertension arterial y es medicado. A

los 20 anos con hallazgos de dislipidemia. Por este motivo es seguido de forma regular, a
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los 32 afos es diagnosticado con MCH y en consulta posterior con QT prolongado. A los
40 anos con episodio de muerte subita por lo que se implantd un cardiodesfibrilador. Este
paciente tiene una mutacién probablemente patogénica en KCNH2 lo cual es compatible

con un diagnéstico de sindrome de QT largo tipo 2.

Hay una diferencia importante en el intervalo de tiempo que lleva diagnosticar una
miocardiopatia hipertrofica y un sindrome de QT largo (p= 0,00544; Mann-Whitney),

llevando menos tiempo para el diagnéstico de la MCH.

La enfermedad con el intervalo mas prolongado fue la miocardiopatia arritmogénica. En
este estudio con solo 2 pacientes. Esta patologia se caracteriza por su dificil diagnéstico,
con multiples criterios en la escala Task Force. *® El paciente con mayor intervalo (33 afios
desde el primer sintoma hasta su dictamen) también tiene un cuadro clinico dificil. A los 17
afos presenta cuadro de dolor toracico y sincope el cual fue estudiado, al parecer no todos
los paraclinicos fueron normales, pero nada concluyente. Tiene un intervalo asintomatico
de mas de 30 anos. A los 50 afos con episodio de muerte subita, diagndstico de ACM e
implante de CDI como prevencién secundaria. Ademas, presenta enfermedad coronaria
no significativa, dislipidemia, falla renal, gota, sindrome de apnea e hipopnea y psoriasis.
Paciente con variante nonsense clasificada como probablemente patogénica en el gen
DSP (MC17).

Tabla 4-3 Diferenciacion inicio de sintomas y realizacion de diagnostico.

Intervalo inicio- Rango sintomas -
Patologia Inicio sintomas Diagnéstico . o . o
diagnéstico diagnéstico
MCA 10+9.9 31+£26.9 21+16.9 9-33
MCH 28.5+16.7 32,115 2*+28 0-8
SBr 29+3.6 26.7+5.4 0 0
SQTL 14.6 £16.7 247+ 144 10,1+ 6.3 1-22

Total 21.5+16.2 28.8 £ 141 6.6+8.4 0-33
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Los valores son edades: media * desviacién estdndar o rango a menos que se indique lo

contrario. * denota una diferencia estadisticamente significativa.

4.5 Eventos severos y actividad

Los pacientes manifestaron diferentes eventos los cuales fueron: muerte subita reanimada,
descarga apropiada de CDI, flutter y fibrilacién auricular, dolor toracico, disnea, sincope y
eventos convulsivos. Algunos de ellos presentaron una combinacion de los anteriores,
especialmente con sincope, aqui se reportan todos los eventos, algunos de los pacientes
incluso con 3 diferentes manifestaciones. Dichos eventos se podrian agrupar por alteracién
0 no del estado de conciencia. Se considera hay pérdida de la conciencia en la muerte
subita reanimada, los sincopes y los eventos convulsivos, mientras que no la hay en los

demas eventos.

Tres pacientes no presentaron ningun evento severo lo cual equivale al 12% de los

individuos en el estudio. En total hay 33 eventos en 22 pacientes.

Los eventos mas frecuente fueron la muerte subita reanimada y el sincope, ambas con el
30.3% (10 pacientes), seguido por descargas apropiadas del CDI en 15.15% (5), 6% para
convulsiones, disnea y dolor toracico (2 paciente en cada evento) y finalmente un 3%

presentaron flutter o fibrilacion auricular (1 paciente cada uno).

Respecto a las edades de presentacion de eventos, la media para la muerte subita
reanimada es de 28.7 anos, para sincope es de 13.1 afnos y para convulsiones es de 3
afnos. Los demas eventos que ocurren en menor proporcion se presentan en la vida adulta.
El promedio de edad para eventos severos para todas las patologias es de 23.8 anos, tabla
4-4. En el grupo de pérdida de conciencia la media de edad es 19.3 afos y para los eventos
donde no la hay, se evidencia una media de 33 afos (p= 0.00288, Mann-Whitney). Tabla
4-5.
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Las actividades mas frecuentes donde se presentan los eventos son los de la vida diaria
en 14 casos (42.4%), seguidos por el ejercicio en 13 casos (39.4%), ambas actividades

mas frecuentes en el sindrome de QT prolongado, figura 4-2.

De los 10 pacientes con muerte subita reanimada, 4 estaban haciendo ejercicio cuando
ocurrid, 4 estaban en actividades comunes de la vida diaria, 1 fue precipitado durante el

suefno y 1 estaba enfermo.

El grupo diagnosticado con sindrome de QT largo se caracteriza por tener la mayoria de
los eventos, asi como los mas severos. Los eventos que generan pérdida de conciencia
se presentan en una proporcién ~ 4:1 frente a los que no alteran su estado, figura 4-3. Para
la muerte subita reanimada constituye el 60% de todos los casos y representa la edad mas
temprana para este evento con 27.8 afos. Para sincope representa el 50% de todos los
casos y asi mismo el promedio de edad es menor en comparacion con las otras patologias

(11 anos).

Tabla 4-4 Edades de presentacidon para eventos severos.

Dolor
Patologia MSR Sincope CVS CDI Disnea FA Flutter
toracico
MCA 50 17
MCH 13 14,7 £ 10,2 33+2,8 44 30 48
SBr 28,5 4,9 33+2,8 30
SQTL 27,8117 11+£2,2 3+1,4 26,3+6,1
28,7
Total 13,1+t6,5 3+1,4 29+58 33+28 3799 30 48
15,5

Abreviaturas. MSR: muerte subita reanimada, CVS: convulsiones, CDI: descarga

apropiada cardiodesfibrilador, FA: fibrilacién auricular.

Total

33,5+23,3
26+ 14,6
30,6 £3,6
19,2 14,1

23,8+14,1
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Tabla 4-5 Edades de presentacién para eventos severos con y sin pérdida de la conciencia

Patologia Pérdida de conciencia Sin pérdida de conciencia
MCA 33.5+23.3
MCH 14.4+£89 37.6+8
SBr 28.5+4.9 32+2.6
SQTL 17.5+15.1 26.316.1
Total 19.3*+14.4 33*+7.7

Los valores son edades: media * desviacidon estandar. * denota una diferencia

estadisticamente significativa.

Figura 4-2 Relacién evento severo y actividad realizada.
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Figura 4-3 Eventos severos que generan o no pérdida de la conciencia.
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5.Discusion

Este estudio, disefiado como un estudio piloto, tuvo como objetivo encontrar las variantes
causales de las patologias en una muestra de la poblacion colombiana. Asi mismo, expone
la importancia del estudio molecular de las patologias aqui estudiadas en nuestro pais, de
las cuales, hasta la fecha, con un estudio en sindrome de QT largo.*® El principal motivo
de facilitar la deteccién de afecciones cardiacas hereditarias, ofrecer pruebas genéticas y
deteccién familiar en cascada es evitar muertes y complicaciones potencialmente

prevenibles.

5.1 Historia familiar

La herramienta del arbol genealdgico es una de las mas poderosas dentro de la genética,
y uno de los pasos de la anamnesis a la que se le dedica mas tiempo durante la consulta
clinica del genetista. La historia familiar se usa como una herramienta diagnéstica y
contribuye a responder preguntas claves como cual es el patron de herencia, si se debe
solicitar un paraclinico molecular, y en tal evento, cual paraclinico solicitar, ademas de
identificar a los familiares en riesgo. En este estudio, el 76% de los pacientes tenian
antecedentes familiares, resaltando la importancia de incluirlos en la anamnesis, no solo
para el genetista. Dentro de la practica clinica general siempre se incluyen los
antecedentes familiares, sin embargo se hace con preguntas genéricas, tales como,
“alguien mas en la familia sufre de algo, o en su familia hay antecedentes de alguna
enfermedad?”. Se considera que estas preguntas no generan una respuesta adecuada,
por lo cual se realizan arboles genealégicos en la consulta de genética, lo cual nos lleva a
preguntar individuo por individuo, con un minimo de tres generaciones. Dentro de la

cardiologia no es sencillo esclarecer los antecedentes, ya que en el imaginario de los
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pacientes muchas manifestaciones son tomadas como infartos, pero para el clinico deben
llamar la atencién los antecedentes que impliquen personas jovenes, fallecimientos
mientras se practicaba ejercicio, especialmente natacion para sindrome de QT prolongado,
fallecimientos intempestivos en personas previamente sanas, sincopes, multiples
familiares con arritmias, cardiomegalia y que hayan requerido implantacion de marcapasos

o cardiodesfibriladores.

Dentro de este estudio 6 de 25 pacientes no tenian antecedentes familiares, de estos
33.33% tienen un examen genético positivo y 66.67% tienen un resultado negativo. Entre
los sujetos con antecedentes familiares, 19 en total, 57.89% tienen un panel genético
positivo, 15.79% indeterminado y 26.32% negativo. Esto apoya la nocion que los pacientes
con antecedentes familiares tienen una probabilidad mayor de tener una variante clase 4
0 5 que explique su enfermedad, pero no excluye a los probandos que no tienen historia
positiva. Como se ha mencionado previamente, estas enfermedades tienen penetrancia y
expresividad variable. Por otro lado, siempre debemos tener presente la existencia de
variantes de novo. Actualmente las guias varian entre algunas sociedades para la solicitud
de examenes genéticos, sobre todo en patologias que pueden ser multifactoriales, como
la miocardiopatia hipertrofica o la dilatada, esta Gltima no incluida en este estudio.” 94647
Estas guias fueron publicadas al inicio de la anterior década, sin embargo se ha visto la
preferencia por genotipificar las personas sin antecedentes familiares debido a muchas
razones: familias pequefias donde no hay tanta posibilidad de tener varios familiares con
manifestaciones; ausencia de alguno de los padres y desconocimiento de la historia
familiar; compromiso importante del paciente, etc. Aunque el rendimiento de la prueba

disminuye, sus resultados positivos no son despreciables.

La paciente MC04 con una variante probablemente patogénica en KCNQ1 para sindrome
de QT largo tipo 1 tiene como uUnico antecedente un tio abuelo paterno quien fallecio de
forma subita mientras nadaba a los 20 afos, esta correlaciéon genotipo-fenotipo ha sido
ampliamente descrita para este gen en particular.*®*°* KCNQ1 codifica un canal de potasio
rectificador retardado de activacion lenta y desactivacion lenta y contribuye a una corriente

de potasio que termina el potencial de accién cardiaco. Una variante heterocigota sin
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sentido en el exén 7 reemplazo6 una prolina por una serina (p.P343S) dentro de un tramo
de aminoacidos altamente conservado. Esta region, KCNQ1 338-353, es parte de la regién
transmembrana S6 y representa un punto caliente. En particular, los codones A341 y A344
de KCNQT1, flanqueando la prolina 343 (P343), se ven afectados con mayor frecuencia y
causan LQT1 en al menos 23 familias Romano-Ward. En 2004 se realizé la identificacion
y caracterizacién de esta variante. La co-expresion de ARN mutante (KCNQ1, p.P343S) y
de tipo silvestre (KCNQ1) en ovocitos de Xenopus produjo corrientes de potasio reducidas

en un 92%.%°

5.2 Tiempo de diagnéstico

No obstante la muestra es pequefia y la comparacion entre patologias no se permite en
los grupos de MCA y SBr, algunos analisis entre las dos patologias restantes son factibles.
Es importante destacar que pese a que los pacientes con diagnéstico de SQTL son los que
mas eventos presentan y asi mismo, todos los individuos presentaron pérdida de
conciencia en algin momento (también hay 3 descargas de CDI posterior a determinacién
de etiologia), su diagnéstico fue significativamente mas tardio (10.1 afios) que para la MCH
(p<0.01).

El sincope es una manifestacion importante en las canalopatias, especialmente el
sindrome de QT prolongado. Es cierto que es un cuadro relativamente frecuente en nifios
y adolescentes sin embargo, su estudio debe ser riguroso ya que es un predictor para
muerte subita. En una cohorte de 126 individuos con SQTL que presentaron muerte subita
o0 muerte subita reanimada, el sincope fue un indicador cardinal, analisis dividido en: sin
sincopes en los ultimos 10 anos, sincopes entre 2 y 10 afios atras, 1 episodios en los
ultimos 2 anos y 2 o mas sincopes en dos afos con una hazard ratio para muerte subita
de 2.7, 5.8, 11.7 y 18.1 respectivamente.®’ En nuestro estudio, de las 6 muertes subitas
reanimadas, 5 presentaron sincopes o convulsiones previamente. De igual forma, la media
de edad de presentacidon de sincope para esta enfermedad es de 11 anos, mientras que
para el conjunto de todas las patologias es de 13 afios. Actualmente el manejo de SQTL

con beta bloqueadores es una recomendacion IB. Existe un consenso sustancial entre los
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expertos de que el nadolol es la terapia farmacoldgica efectiva preferida en SQTL v,
siempre que se tolere, debe administrarse como una terapia de primera eleccion en estos
pacientes,® no obstante es una molécula no disponible en nuestro pais por lo cual se usa
el propanolol o metoprolol. Se ha reportado una reduccién del riesgo para eventos
cardiacos de mas del 60% para los pacientes en tratamiento farmacolégico. Este descenso
es dependiente de genotipo y puede llegar hasta el 73% en pacientes con SQTL tipo 2 en
manejo con nadolol.>® La paciente MC24 tiene un cuadro que se podria describir como
tipico para SQTL tipo 2, inicia con sincopes en la adolescencia, generalmente disparados
por sonidos fuertes y sustos, paciente fue tratada como un sincope vasovagal por mesa
basculante positiva. Fue diagnosticada 15 afos después del inicio de los sintomas
posterior a una muerte subita reanimada. Tiene una variante probablemente patogénica
en KCNH2, es a la unica paciente a quien se le activd el criterio PP4 de la ACMG

considerando que su fenotipo es altamente especifico para este gen.

En cuanto a la miocardiopatia hipertréfica, los pacientes tienen una media para el intervalo
de diagnéstico de 2 afios. Dentro del andlisis, el 50% de los pacientes tienen eventos con
pérdida de la conciencia, 4/5 fueron sincopes y uno tuvo una muerte subita reanimada. Los
otros 5 pacientes presentaron eventos sin manifestaciones neurolégicas. El diagndstico de
la MCH es muy diferente al SQTL, ya que se hace generalmente por ecocardiograma, un
examen con buena disponibilidad en las ciudades mas grandes de Colombia. De forma
contraria, en el SQTL el examen de eleccion es el electrocardiograma, el cual, aunque
tiene un facil acceso en todo el pais, es rara vez analizado por especialistas por lo cual el
intervalo QT no siempre es evaluado. Asimismo, tiene la particularidad que la prolongacién
del intervalo QT en esta enfermedad no es sostenida en el tiempo por lo cual puede eludir
el diagndstico; se ha reportado que los pacientes confirmados por genotipo con SQTL con
un electrocardiograma normal representan hasta el 25% de la poblaciéon con dicha

condicién.®*
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5.3 Eventos severos y actividad

Es importante destacar los eventos ocurridos mas frecuentemente en la poblacién del
estudio. Se presentaron 33 eventos en 22 pacientes. Se dividieron en dos grupos, con
perdida o no de la conciencia. Se considera que los que generan pérdida de conciencia
tienen una mayor probabilidad de un desenlace fatal. En el primer grupo ubicamos la
muerte subita reanimada, los sincopes y las convulsiones, dos pacientes con esta ultima
sintomatologia se podrian considerar como sincopes ya que afnos después se descarto la
epilepsia. En este estudio se observa una diferencia importante de edad de ocurrencia
para los eventos que conservan o no el estado de conciencia (p<0.01). Esto apoya la
necesidad de una busqueda, algun tanto activa debido a la probabilidad de fallecimientos
a cortas edades. Asimismo, las actividades mas frecuentes para los eventos con alteracién
del estado de conciencia fueron el ejercicio y las actividades de la vida diaria. Esto refuerza
la necesidad de disponibilidad del desfibrilador externo automatico (DEA) en sitios de
practica deportiva y alta afluencia (ley 1831, 2 de mayo de 2017, reglamentada en 2019).
Asi como la preparacion de la poblacidn general para actuar en una situacion que requiera
reanimacion basica y el uso del DEA. Dicker et al, investigaron la relacién entre paro
cardiorrespiratorio fuera del hospital y el acceso a DEA, concluyeron que las comunidades
mas desfavorecidas socioecondmicamente tenian la mayor incidencia de estos eventos y
la menor disponibilidad de DEAs.>® En Colombia la ley establece la obligatoriedad de estos
dispositivos para espacios de alta afluencia de personas, ya sean lugares publicos o
privados. No hay dotacion para comunidades o barrios y no hay georreferenciacion de los

dispositivos.

Sélo uno de los pacientes presentd una muerte subita durante el suefio (MC20), la cual fue
reanimada en urgencias, sin embargo, el paciente presenté complicaciones neuroldgicas
debido a un tiempo indeterminado de paro y fallecié una semana después. Una de las mas
grandes diferencias entre la muerte subita reanimada y la muerte subita es que los
pacientes que sobreviven generalmente presentan los eventos durante el dia y cuando
estan realizando alguna actividad, mientras que los segundos cursan con eventos en las
noche o mientras descansan por lo cual es mas dificil su deteccion.? El paciente MC20

tiene un panel genético negativo.
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5.4 Genética

En el presente estudio se encontrd la causa genética de la enfermedad en 1 de cada 2
pacientes valorados. El rendimiento de la prueba fue superior para las canalopatias que

para las miocardiopatias.

La patologia con una mayor proporcion de resultados positivos fue el SQTL con 62.5%. El
unico estudio colombiano a la fecha, realizado por Burgos et al, reporté un rendimiento de
57% para su estudio, sin embargo, el estudio data de 2016 cuando se empezaban a
implementar las nuevas normas del ACMG. Cabe resaltar que los genotipos aqui
reportados no se superponen con los hallazgos de ese estudio. Asi mismo su objetivo era
definir rendimiento de semiconductores WES (whole exome sequencing) utilizando una
estrategia de PCR multiplex para el enriquecimiento del exoma en una cohorte de 21
pacientes diagnosticados clinicamente con SQTL.* Otros estudios también reportan
hallazgos similares a los nuestros °® aunque hay reportes de etnias como los Polinesios

donde el rendimiento es menor (35%).%’

La MCA y el SBr con un rendimiento del 50% pero con una muestra mas pequefia. En la
poblacién norteamericana se reporté un rendimiento similar para la MCA, 52% realizando
un panel de genes demosomales.® Mientras que el SBr es la canalopatia con menor
rendimiento de la prueba genética, generalmente de un 30%.%° El gen SCN5A actualmente
es el Unico gen con evidencia solida para esta patologia,” aunque hay otros 19 genes con

evidencia preliminar. Nuestros dos pacientes positivos tienen variantes en SCN5A.

La MCH tuvo un rendimiento de la prueba de 45.45%; esta proporcion varia entre estudios
pero en el trabajo mas grande reportado hasta la fecha en Estados Unidos se obtuvo un
rendimiento de 34% en 1053 probandos no relacionados.®° El grupo de Noruega encontré

la mutacién en el 29.2% de 696 probandos.®’
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Los individuos que iniciaron con sintomas a mas temprana edad tienen un mayor
rendimiento de la prueba. En estudios previos se han agrupado los pacientes por edades,
pero es en cierto modo una agrupacion arbitraria. En este estudio y por ser una muestra
pequena se dividieron en menores de edad, adultos jévenes y mayores de 40 anos.
Nuestros resultados son concordantes con los de otros grupos; los pacientes jévenes
tienen una mayor probabilidad de tener un panel genético positivo.®>¢* Asimismo todos los
pacientes con diagndstico de sindrome de Brugada iniciaron sus sintomas como adultos

jovenes.

La MCH, es el grupo mas grande de la muestra, lo cual es consistente con la mayor
prevalencia frente a las demas patologias. La mayoria de las variantes, ya sean variantes
de significado incierto o patogénicas/probablemente patogénicas fueron halladas en genes
sarcoméricos. No hubo una tendencia respecto a los genes afectados, se encontrados dos
pacientes con variantes en la cadena pesada 7 de miosina (MYH7); este gen muy
prevalente en los estudios de MCH.** Es importante destacar que en los 11 pacientes no
se encontrd ninguna variante en el gen de la proteina C de unién a la miosina (MYBPC3),
el mas representativo en otras cohortes, identificado hasta en un 50% de los pacientes con
esta patologia.®® Esto apoya la necesidad de conocer nuestra poblacion y determinar si las
variantes en el pais se desvian de la norma para la poblacién mundial o es un hallazgos

fortuito debido al tamafio muestral.

No se encontraron asociaciones entre los eventos severos y el genotipo. En un metanalisis
para variantes sarcoméricas se encontré que la edad de inicio de la enfermedad de los
probandos con MCH con alteracién de MYH7 es mas temprana y conduce a un fenotipo
mas grave que en los pacientes sin tales mutaciones. Ademas, los pacientes con
mutaciones sarcoméricas son mas susceptibles a la muerte subita.®® Por otro lado, aunque
la asociacion entre MCH y muerte subita en deportistas es frecuentemente estudiada, tiene
multiples caracteristicas a tener en cuenta. Por un lado, al ser esta patologia hasta 8 veces
mas incidente que las demas esta sobrerrepresentada en los estudios,®® también el

corazén de atleta puede designarse como MCH. Dentro de un registro forense de atletas
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de competencia, las muertes subitas cardiovasculares debido a enfermedades cardiacas
genéticas y/o congénitas fueron poco comunes en las mujeres y mas comunes en los
afroamericanos u otras minorias que en los caucasicos. En nuestro estudio solo 1 paciente
con MCH presentd una muerte subita reanimada a los 13 afios y es positivo para el gen

MYH?7, paciente estaba realizando ejercicio, pero no era un deportista de alto rendimiento.

El segundo diagnéstico mas frecuente es SQTL. Las tendencias de edad y sexo en este

estudio reflejan las de previos estudios publicados en otros paises.®”®®

El mayor riesgo de presentar un evento severo con desenlace fatal se presenta en hombres
jovenes y mujeres adultas, y esto esta relacionado con cambios hormonales a estas
edades.®®° Los pacientes con este diagndstico tuvieron 4 veces mas eventos con pérdida
de la conciencia que sin pérdida y la muerte subita reanimada fue mas representativa frente
a otras patologias (6 de 10 probandos). Los pacientes con variantes clase 4 y 5
presentaron el doble de eventos de cualquier tipo y el doble de muertes subitas reanimadas
respecto a los probandos con panel negativo. Es conocida la asociacion de SQTL y

71,72

eventos durante el ejercicio, en nuestro estudio todos los paciente con este diagndstico

que presentaron su evento ejercitandose tienen una secuenciacién genética positiva.

5.4.1 Variantes nuevas

Se encontraron 2 variantes probablemente patogénicas no reportadas previamente en la

literatura o en bases de datos en 3 pacientes.

El paciente MC17 con un diagnéstico de miocardiopatia arritmogénica tiene una variante
non-sense del gen DSP (pQ595*) en el exdn 14 de 24. La asociacién de la desmoplaquina
con esta patologia se conoce desde hace varias décadas, pero sus mecanismos aun estan
siendo dilucidados. Los cardiomiocitos son células diferenciadas, asi que no se esperaria
el cambio de estas a fibroadipocitos que es uno de los sellos distintivos de esta

enfermedad. Siendo el corazdén un érgano celularmente heterogéneo, Lombardi et al,
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estudiaron la posibilidad de la presencia de células progenitoras de fibroadipocitos en el
corazon, las aislaron de cultivos de células cardiacas de humano y raton y lograron
demostrar la expresién de desmosomas en estas células, con predominio de
desmoplaquina. Las células con delecidon heterocigota evidenciaban el aumento de la
fibroadipogénesis y una disfuncion cardiaca leve dada por la supresion de la sefializaciéon
Wnt canénica en un modelo de haploinsuficiencia.” Otros mecanismos del dafio han sido
descritos ya que los desmosomas, los canales de sodio y las proteinas de union gap
interactuan sinérgicamente para regular la adhesion, excitabilidad y acoplamiento de los
miocitos; esta red coordinada de proteinas ubicadas en los discos intercalados se ha
denominado "conexoma".”* Zhang et al, usaron un modelo knock down, al disminuir la
expresion de DSP con RNA de interferencia. Los experimentos de citometria de flujo y
Western blotting revelaron que la expresién de Cx43, el subtipo principal de conexina y
Nav1.5, la principal subunidad a del canal de sodio cardiaco, responsable de la
despolarizacion rapida de los discos intercalados e importante para la propagacion del
potencial de accion, disminuyeron después del silenciamiento de DSP. Ademas, los
estudios de inmunofluorescencia demostraron que una pérdida de expresion de DSP
conducia a una distribucion anormal de Cx43 y Nav 1.5. La corriente de sodio también se
registr6 mediante la técnica de pinza de parche de células completas. Los resultados
indicaron que la supresion de DSP disminuyd la corriente de sodio y disminuyé la velocidad
de conduccion en células cultivadas.” Esto puede ser una respuesta al porqué los
pacientes con esta patologia presentan arritmias que pueden amenazar la vida antes del

reemplazo extensivo por tejido fibroadiposo.

Por otra parte, estudios de la supresion de la expresion de DSP conduce a la translocacion
nuclear de la proteina desmosomal placoglobina y una reduccién de 2 veces en la
sefalizacion canonica de Whnt/beta-catenina y puede aumentar la expresién de genes
adipogénicos y fibrogénicos y contribuir al desarrollo de cicatrices miocardicas
fibroadiposas.” Se han realizado varios modelos en roedores y en pez cebra, este ultimo
con un modelo deficiente en DSP, con datos que apuntan a Wnt/beta-catenina como la via
comun final subyacente a diferentes formas de MCA desmosomal y apoyan al pez cebra
como un modelo adecuado para detectar vias de sefalizacion temprana implicadas en la
patogénesis de enfermedades asociadas a DSP, posiblemente respondedoras al rescate

farmacoldgico o genético.”’
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Respecto al fenotipo de afectados, las variantes truncadas en la desmoplaquina pueden
tener un compromiso biventricular e incluso con un patrdn ventricular izquierdo.”® En este
paciente se identificé una dilatacién del ventriculo derecho con funcién conservada por
ecocardiograma, mientras que el cateterismo cardiaco izquierdo reporta una disfuncién
ventricular con fraccidon de eyeccion del 43%, hipoquinesia severa apical anterolateral e
inferodiafragmatica con hipoquinesia leve del segmento basal de cara anterior e inferior y

coronarias normales.

En los pacientes MC0O1 y MC23 se identificd una variante probablemente patogénica en el
gen KCNET1, considerandose entonces un SQTL tipo 5 o sindrome de Romano-Ward. En
el panel genético realizado se observa una delecién de 87 nucleétidos con una insercién
de una citosina lo cual causa un cambio de una prolina por una alanina en la posicién 11
de la proteina (p.P11Afs24*) y ademas hace un cambio del marco de lectura lo que
ocasiona un codén de parada en la posicién 24. El producto de este gen pertenece a la
familia KCNE de los canales de potasio. La proteina KCNE1 funciona como una subunidad
reguladora de KCNQ1. Ella forma un complejo con KCNQ1, calmodulina y el lipido PIP2 y
modula las propiedades biofisicas del canal de potasio, éste es un canal rectificador
retardado que se activa lentamente y se desactiva lentamente, y asi conduce las corrientes
de potasio en la repolarizacién del miocardio. La co-expresién de la asociacion KCNE1 con
KCNQ1 indemne aumenta la amplitud de la corriente de salida a través de KCNQ1 en un
orden de magnitud y también ralentiza su activacion en un orden de magnitud dependiendo
de las necesidades. KCNE1 también puede asociarse con otras subunidades alfa
formadoras de poros, lo que sugiere que las manifestaciones clinicas de mutaciones de
KCNE1 podrian no estar limitadas a interrupciones de las corrientes atribuidas a KCNQ1.”®
Esta proteina y el complejo descrito también tienen funcién en el oido interno y los
pacientes que presentan mutaciones bialélicas ademas del fenotipo cardiaco, presentan
sordera (sindrome de Jervell y Lange-Nielsen).2’ En el caso de los pacientes aqui descritos
su variante se encuentra en heterocigosis y su fenotipo no incluye sintomas auditivos. Esta
variante, no reportada previamente, en dos de nuestros pacientes no relacionados, plantea

la pregunta de si pudiera ser un efecto fundador dentro de nuestra poblacién.
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Recientemente algunos genes implicados en el SQTL han sido disputados como causales
de enfermedad, uno de ellos es el KCNE1. En la publicacion de reevaluacion internacional,
multicéntrica y basada en la evidencia de los genes que causan el sindrome de QT largo
el gen KCNE1 fue denominado con soporte limitado para el congénito, mientras que se le
dio una calificacion de soporte fuerte para el SQTL adquirido. Las clasificaciones de genes
como controvertidos o limitados en esta publicacion se basaron en una combinacién de las
siguientes razones: (1) el uso de un enfoque de gen candidato en los estudios de
descubrimiento pionero, que es mas probable que arroje resultados falsos positivos en
ausencia de un método imparcial de descubrimiento de gen basado en todo el genoma
(genome-wide) (2) identificacion de variantes que posteriormente se encontré que eran
relativamente comunes en ciertas poblaciones, lo que las convierte en culpables
improbables de una enfermedad poco comun y potencialmente letal como el SQTL; (3)
falta de datos que demuestren la segregacién de las variantes identificadas con QT
prolongado manifiesto en estudios familiares de tamano suficiente; o (4) ausencia de datos
que apoyen un exceso estadisticamente significativo de variantes raras en los casos en
comparacién con los controles.®’ Estas razones pueden no ser absolutas para el gen
KCNE1 que ha sido asociado con el SQTL desde la década de 1990. Asimismo, la variante
reportada aqui nunca ha sido descrita previamente. No es desconocido el hecho de que
las enfermedades incluidas en este estudio tienen una penetrancia incompleta y ésta varia
de gen a gen. En la evaluacion internacional multicéntrica del SQTL tipo 5 se concluyd que
las variantes con pérdida de funcion son poco penetrantes (20%) y los individuos que se
manifiestan con un fenotipo SQTL en presencia de una variante en este gen
probablemente poseen otros factores genéticos o ambientales adicionales que
predisponen a la prolongacién del QT. Sin embargo, en contraste con KCNE2, la
prolongacion del QT y los eventos clinicos ocurrieron en la inmensa mayoria de los
individuos en ausencia de un factor estresante que prolongue el QT, lo que sugiere que el
LQT5 debe considerarse como una condicion arritmica primaria de baja penetrancia en

lugar de un sindrome provocado exclusivamente.??

En este gen también se han descrito polimorfismos que juegan un rol. EI cambio
p.Asp85Asn esta presente en el 0,8% al 1,4% de la poblacién general y se ha asociado
con valores de QTc basales mas largos en la poblacion general y un mayor riesgo de SQTL

adquirido cuando la "reserva de repolarizacion" de un individuo es desafiada por



58 Determinacioén de variantes genéticas en una muestra de poblacion
colombiana con miocardiopatias hereditarias: Un estudio piloto

medicamentos que prolongan el QT, anomalias electroliticas o enfermedad cardiaca
estructural. Para esta variante asociada con fenotipo de SQTL ha sido propuesta la
terminologia SQTL5-Lite.®* Por lo tanto, hasta que se pueda dilucidar el papel preciso de
los antecedentes genéticos en la génesis del SQTL5-Lite, es necesario identificar
adecuadamente a los pacientes con p.Asp85Asn-KCNE1 y otras variantes causales de
SQTL5-Lite que estan potencialmente en riesgo, con el fin de aconsejar e instituir medidas
de precaucion sencillas pero que pueden salvar vidas, como medicamentos que deben
evitarse siempre que sea posible. Cabe resaltar que ninguno de los 8 pacientes con SQTL

tiene presente este polimorfismo.

La variante de los pacientes MC01 y MC23 fue considerada como probablemente
patogénica debido a su nula frecuencia poblacional y a que la pérdida de funcién es un
mecanismo conocido para esta enfermedad; seria importante determinar la penetrancia
para esta variante realizando estudios de segregacion. La paciente MC23 tiene un primo
con diagndstico de SQTL por parte paterna y otro primo con torsades de pointes por parte
materna. Debido al reporte de baja penetrancia de este gen se hara la recomendacion de
un estudio completo (17 genes) inicialmente para el primo paterno quien ya tiene fenotipo
ya que la ausencia de la variante no es suficiente para descartar un componente genético

debido a la mayor prevalencia y penetrancia en otros genes.

5.4.2 Variante reclasificada

El probando MCOQ09 tiene hallazgo de una variante probablemente patogénica, que
inicialmente se habia categorizado como se significado incierto en el gen PRKAG2,
c.1203C>A. Este cambio de secuencia reemplaza a la histidina con una glutamina en el
codén 401 de la proteina PRKAG2 (p.His401GIn). El residuo de histidina esta muy
conservado y existe una diferencia fisicoquimica importante entre la histidina y la
glutamina. La mutacion se encuentra en el dominio CBS2. Esta variante no esta presente
en las bases de datos de poblacion (EXAC sin frecuencia). Los algoritmos desarrollados
para predecir el efecto de los cambios de sentido erréneo en la estructura y funcion de las

proteinas (SIFT, PolyPhen-2, Condel, MutationTaster) sugieren que es probable que esta
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variante sea disruptiva, pero estas predicciones no han sido confirmadas por estudios
funcionales publicados. Una VSI se encuentra reportada en Clinvitae en el mismo codon;
la variante es ¢.1201C>G p.His401Asp.

El gen PRKAG2 codifica para la proteina quinasa activada por AMP (AMPK),
especificamente para su subunidad reguladora y2. La AMPK es un complejo enzimatico
de regulacion metabdlica, la isoforma gamma funciona como sitio de union a AMP. En los
seres humanos, la disfuncion de la AMPK altera la captacion y el metabolismo glucidico de
los miocitos, lo que provoca el depdsito de glucégeno y amilopectina, como se observa en
las miocardiopatias por almacenamiento de glucégeno. Es de importancia recordar que el
glucégeno es un excelente conductor de la electricidad. Un estudio reciente en ratones
confirmé la correlacién de los depdsitos de glucdgeno con la preexcitacién ventricular, una
enfermedad asociada a PRKAG2; el estudio también demostrd que la hipertrofia cardiaca,
independientemente del almacenamiento de glucdégeno, es causada por una mayor

sensibilidad a la insulina y la activacion de la proteina quinasa B.%

Zhan et al, realizaron un estudio con células madre pluripotentes inducidas de dos
hermanos con la variante R302Q en estado heterocigoto. Demostraron que la variante
condujo a un aumento de las actividades de AMPK, lo que resulté en un depdsito extenso
de glucdgeno e hipertrofia de cardiomiocitos. Las evaluaciones clinicas revelaron que el
hermano mayor requirié la implantaciéon de un marcapasos debido a anomalias graves en
la conduccién (QT largo, bloqueo auriculoventricular de segundo grado y bloqueo completo
de rama derecha). EI hermano menor presentaba arritmia sinusal y preexcitacion
ventricular con un intervalo PR <120 ms. Esta descripcién cobra importancia debido a que
nuestro paciente también tiene un diagnéstico de QT largo. Al evaluar las caracteristicas
electrofisiologicas de los cardiomiocitos derivados de las células madre inducidas del
paciente mayor se observé unas duraciones de potencial de campo extendidas; la duracién
del potencial de campo corresponde a la duracién del potencial de accién, que puede
correlacionarse con un intervalo QT en un electrocardiograma y explican el fenotipo de QT
prolongado.?® Porto et al, describen las banderas rojas para la sospecha de una hipertrofia

cardiaca no sarcomérica y asociadas a PRKAG2, varias presentes en el paciente:
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diagnéstico entre las primera y cuarta décadas de la vida, bradicardia, electrocardiograma
con alto voltaje, arritmias supraventriculares (flutter), signos de incompetencia cronotropica
(sindrome de bradi-taquicardia) e hipertension de inicio temprano.®® La hipertrofia
concéntrica estd mas relacionada con las hipertrofias no sarcoméricas, sin embargo

paciente tiene un patrén asimétrico obstructivo.

Un grupo de investigacion de Brasil realizo el analisis de esta variante en una familia donde
dos hermanas adultas jovenes tenian muerte subita cardiaca como manifestacién clinica
inicial. Evaluaron a cinco miembros de 3 generaciones con electrocardiografia, imagenes
complementarias y a hijas de probandos con biopsia cardiaca. Este estudio soporta el
estatus de patogenicidad de esta variante.” Hu et al, efectu6 el modelo computarizado de
H401D y determiné que T400 y H401 proporcionan interacciones estabilizadoras que
orientan el bolsillo de unién de nucledtidos y que las mutaciones de estos residuos alteran

la interfaz de union de nucleotidos y desestabilizan el puente salino.®

En resumen, el paciente tiene un alto componente eléctrico (figura 5-1), el cual esta bien
descrito para el sindrome PRKAG2, aunque sin un PR corto (presente en el 68%), tiene
multiples manifestaciones electrofisioldgicas, su hipertrofia es asimétrica y no concéntrica.
Su edad es compatible con descripciones de pequenas cohortes de pacientes. No hay
segregacion, unico antecedente de relevancia es su abuelo materno con cardiomegalia
quien ya fallecié. La variante cuenta con estudios publicados en 2020 que permitieron un
cambio de clasificacion y se consideré como probablemente patogénica bajo los
lineamientos del ACMG.
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Figura 5-1 Electrocardiograma de MCO09 con variante de significado incierto en PRKAG2.

1coc
TcF:

5.4.3 Variantes de significado incierto

La proporcién de los resultados indeterminados (Variantes de Significado Incierto) han
aumentado en los estudios moleculares. El conocimiento de la secuencia de ADN esta
llegando a su tope, pero el significado de esta no avanza con igual rapidez. Los métodos
computacionales y datos basados en la poblacién para predecir la patogenicidad han
demostrado deficiencias que pueden resultar en diagndsticos genéticos erroneos. En este
estudio, tres individuos con VSI, todos diagnosticados con MCH. La variante de MCO6 esta

en gen fenocopia de miocardiopatia hipertrofica, al no ser sarcomérico.

En el paciente masculino MC06 con MCH y nefropatia por IgA, se encontrd una variante
hemicigota en el gen LAMPZ2, localizado en el cromosoma X. El cambio es ¢.1091C>T, que
produce un reemplazo de una treonina por una isoleucina en la posicion 364 (p.T364l). El

residuo de treonina estd muy conservado y existe una diferencia fisicoquimica moderada
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entre estos dos aminoacidos. Esta variante esta presente en las bases de datos de
poblacion (rs183781327, EXAC 0.04%). ClinVar contiene tres entradas para esta variante,
todas catalogadas como VSI. Algoritmos desarrollados para predecir el efecto de cambios

de sentido en la estructura y funcién de las proteinas son variables.

LAMP1 y LAMP2 son glicoproteinas que constituyen una fraccién significativa de las
glicoproteinas de la membrana lisosomal total. Esta ultima, juega un papel vital en la
funcion de los lisosomas al secuestrar numerosas hidrolasas acidas que son responsables
de la degradacion de materiales extrafos y de funciones autoliticas especializadas. El gen
LAMP?2 tiene tres isoformas, hasta ahora solo se ha logrado dilucidar la funcién de una de
ellas; la isoforma B (LAMP-2B) es necesaria para la fusién autofagosoma-lisosoma en
cardiomiocitos humanos.® Los defectos en las vias de degradacién del glucogeno (incluida
la actividad del lisosoma) dan como resultado la acumulacién de glucégeno en las células
del musculo cardiaco.®® Se predice que la mayoria de las mutaciones causan deficiencia
de LAMP-2 (cambios de marco de lectura, codones de terminacién y mutaciones en el sitio
de empalme). En el estudio con mayor numero de participantes (n=82) hasta la fecha, la
mayoria de las variantes identificadas eran privadas, y se informan en una sola familia, con
excepciones de variantes recurrentes en familias no relacionadas en el exon 3 (Q83*,
W98*) y el 7 (R293*, V310l [cambio de marco de lectura]).®

Las variantes en LAMP?2 estan asociadas a la enfermedad de Danon, una fenocopia de la
miocardiopatia hipertréfica, con un compromiso multisistémico, que también puede
presentarse como una miocardiopatia primaria. Este sindrome se caracteriza por la triada,
compromiso intelectual, debilidad muscular y miocardiopatia. El paciente MCO6 tiene una
hipertrofia severa concéntrica y generalizada del ventriculo izquierdo, con una resonancia
que reporta un aumento de la masa indexada del ventriculo izquierdo de 246.47 g/m? (valor
referencia 76+ 13 g/m?). La hipertrofia de las fenocopias de MCH usualmente son
concéntricas y esto también es frecuente para el gen LAMP2.%? E| Paciente no presenta
discapacidad intelectual ni sintomas esqueléticos, aunque previamente se han reportado
casos sin dicho compromiso y variantes en LAMP2.%® Es frecuente también la presentacion

de sindrome de Wolf-Parkinson-White (68% de los afectados) pero paciente no tiene
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cambios electrocardiograficos compatibles con un sindrome de pre-excitacion. En el
fenotipo también puede encontrarse retinopatia, pero no se ha realizado una valoracion
oftalmoldgica para definir este compromiso. El paciente ademas presenta compromiso
renal el cual no hace parte del fenotipo Danon. De igual forma, hay que resaltar que esta
enfermedad es ligada al X dominante por lo cual se esperaria un compromiso mas severo
en un hombre. A este paciente también le fue solicitado, por fuera de este trabajo de
investigaciéon, una hibridacién gendmica comparada (array CGH) para descartar una

variacion en el numero de copias el cual fue negativo.

En términos generales, este paciente, aunque tiene una hipertrofia concéntrica, no tiene
otros compromisos que hagan pensar en una enfermedad de Danon por esta variante del
gen LAMP2. Hay varios hallazgos que llaman la atencion; su padre es afectado, la
hipertrofia es severa, un diagndstico a los 23 afios y ademas el compromiso renal. Por esta
razon su médico tratante (por fuera de este estudio) solicitd un exoma el cual también fue
indeterminado. Se le solicité una biopsia cardiaca, aun no realizada, la cual puede ser un

soporte para esta VSI si hay presencia de glucégeno en vacuolas autofagicas.

MC10, paciente femenina, tiene una VSI en TNNT2, gen que codifica la troponina T,
proteina sarcomérica. La variante es intronica y se presume que altera un nucledétido
conservado ubicado cerca de un sitio de empalme candnico y, por lo tanto, podria afectar
el empalme del ARN mensajero, lo que da lugar a una secuencia de proteinas
significativamente alterada. Las regiones posteriores al intron 15 son altamente
conservadas y el exon 16 hace parte del sitio de union para la troponina C. Varias
herramientas computacionales predicen un impacto significativo en el empalme normal,
cuatro predicen que la variante suprime un sitio donante de empalme de 5'. Sin embargo,
estas predicciones aun no han sido confirmadas por estudios funcionales. ClinVar tiene 4
entradas para esta variante, 3 reportadas como VUS y 1 reportada como probablemente

patogénica.
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El complejo de troponina asociado con el filamento delgado de actina juega un papel
central en la regulacion de la contraccién y relajacidon muscular. EI complejo de troponina
tiene tres subunidades proteicas: la subunidad de union a calcio, troponina C (TnC); la
subunidad inhibidora de actomiosina ATPasa, troponina | (Tnl); y la subunidad de unién a
tropomiosina y subunidad de anclaje de filamento delgado, troponina T (TnT). La troponina
T interactia con Tnl, TnC, tropomiosina y actina para desempefiar un papel organizador
en la regulacién del calcio de la contraccién y relajacion muscular. La TnT de vertebrados
esta codificada por tres genes homdélogos que se expresan especificamente en el musculo
esquelético lento (TNNTT), el musculo cardiaco (TNNT2) y el musculo esquelético rapido
(TNNT3).%

Wenijian et al, establecieron una plataforma para la insercion rapida de variantes del gen
TNNT2 en cardiomiocitos diferenciados de células madre pluripotentes inducidas (iPSC-
CMs) para la anotacion funcional de las variantes. Este modelo no parte de las células
propias de cada paciente sino utiliza la reparacién dirigida por homologia mediada por
CRISPR-Cas9 para introducir variantes patégenas conocidas en este gen en iPSC de una
persona sana, ademas se corrigen las variantes en iPSC de un paciente con
miocardiopatia dilatada grave y se introduce la mutacién a estudio en las iPSC corregidas.
Aunque el estdndar de oro para la anotacién funcional de las variantes del paciente sea
generar iPSC para cada paciente y corregir la variante con CRISPR-Cas9, lo que permite
la comparacion fenotipica de iPSC-CM emparejadas derivadas del paciente con vy sin la
variante, esto no es costo-efectivo y llevaria mucho tiempo para hacerlo un modelo idéneo
en el momento.** El modelo de este grupo podria ser una solucion parcial para la

clasificaciéon de variantes como la de nuestra paciente.

MC10 tiene una hipertrofia asimétrica y ademas ha presentado episodios de flutter. Un
meta-analisis observd que el 33% de pacientes con variantes en TNNT2 mostraron
taquicardias supraventriculares, incluidas fibrilacion y flutter auricular.®® Paciente ademas
tiene una historia familiar importante, predominantemente en hombres; su hermano tuvo
una muerte subita reanimada, su padre tiene fibrilacién auricular y un tio y primo por parte

paterna tienen diagnéstico de miocardiopatia hipertrofica, Figura 5-2. En la literatura hay
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un predominio de pacientes masculinos con mutaciones en el gen de la troponina T
cardiaca, lo que sugiere la existencia de factores de susceptibilidad a la MCH asociados
con el género que pueden incluir caracteristicas hormonales, de estilo de vida o
endocrinas. En modelo de ratén se ha estudiado que los estrogenos pueden inhibir la
hipertrofia cardiaca a través de modulaciones epigenéticas, o que puede explicar un
retraso en el inicio de la enfermedad o menos afectadas en esta patologia de penetrancia
incompleta.®® Paciente tiene como antecedente de importancia 1 hijo sano y 4 pérdidas
subsecuentes. Las mutaciones bialélicas de TNNT2 son incompatibles con la vida y este
podria ser un mecanismo subyacente. En conclusion, las variantes intronicas puede llegar
a ser mas dificiles de clasificar, pero esta paciente quien tiene multiples afectados en la
familia es una buena candidata para realizar estudio de segregacion de esta variante ya

que exhibe caracteristicas compatibles con una alteracion sarcomérica.

Figura 5-2 Arbol genealégico MC10
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En la paciente MC21, con miocardiopatia hipertrofica se encontré una VSl en el gen de la
Filamina C (FLNC). Este cambio de secuencia reemplaza el acido aspartico por alanina en
el coddn 645 de la proteina FLNC (p.Asp645Ala). El residuo de acido aspartico esta muy
conservado y existe una diferencia fisicoquimica moderada entre el acido aspartico y la
alanina. Esta variante no esta presente en las bases de datos de poblacion (EXAC sin
frecuencia). Esta variante se encuentra en un dominio de repeticion, el ROD1. Los
algoritmos desarrollados para predecir el efecto de las variantes de cambios de sentido en
la estructura y funcion de la proteina lo categorizan como dafiino (Condel, SIFT, PolyPhen-

2, MutationTaster). Tiene 1 entrada en Clinvar que clasifica esta variante como VSI.

Inicialmente las mutaciones en este gen fueron asociadas a manifestaciones esqueléticas
como miopatias; pero desde hace aproximadamente 5 afios ya se asocian como causa
primaria de miocardiopatia hipertréfica, dilatada y restrictiva. Funcionalmente, la filamina
C es una proteina que reticula la actina F sarcoplasmica y ancla la membrana celular a
través del complejo de sarcoglicano con el citoesqueleto y el disco Z del sarcomero, es
ampliamente expresada en musculo cardiaco y esquelético. La proteina esta compuesta
por un dominio de unién a actina, 24 dominios de inmunoglobulina (Ig) divididos en
subdominios ROD1 y ROD2 y un dominio de dimerizacion C-terminal. Existe una fuerte
agrupacion de variantes sin sentido en el subdominio ROD2, que es un dominio importante
para la sefalizacion celular. Por tanto, colectivamente, las variantes en el subdominio
ROD2 conllevan una mayor probabilidad de ser patdgenas para la MCH.*” Variantes con
cambio de sentido, al parecer conducen a la expresion de proteinas mal plegadas, que
saturan las vias del proteosoma y la autofagia. Se ha observado proteina anormal
agregada en el tejido de pacientes con MCH en asociacién con anomalias sarcoméricas
marcadas. La acumulacion progresiva de estos agregados en el musculo cardiaco

eventualmente conduce a un desorden sarcomérico.%

Un estudio reciente revis6 el gen FLNC en diferentes miocardiopatias encontrando
variantes truncadas en fenotipos dilatados y variantes solo missense en MCH, 5 de 13

clasificadas como probablemente patogénicas o patogénicas, las demas como VSI.%
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Cui et al, realizaron un perfil de mutacion del gen FLNC y su relevancia prondstica en
pacientes con miocardiopatia hipertréfica encontrando que la mutacién FLNC era
relativamente comun tanto en pacientes con MCH como en poblacion sana. Los pacientes
con y sin variantes FLNC tuvieron resultados clinicos comparables (no asociaciones
genotipo-fenotipo). Igualmente ningun paciente con variantes de FLNC presenté disfuncién
del musculo esquelético al inicio del estudio o desarroll6 una lesién del musculo esquelético

durante el seguimiento.'®

Finalmente, MC21 tiene una variante de cambio de sentido, este tipo de variante es la mas
frecuente para el fenotipo de MCH asociado a este gen. La variante se encuentra en el
subdominio ROD1, aunque la literatura reporta mas variantes en ROD2. La mayoria de
variantes de cambio de sentido en el gen FLNC son clasificadas como VSI. Hasta ahora

no hay informacién suficiente para dar otra determinacion a la variante descrita.

5.4.4 Reclasificacion de variantes de significado incierto

Dentro de la practica clinica no es tan clara cual es la mejor estrategia y en quien recae la
reclasificacion de las VSI. En este estudio varios pacientes tienen variantes clase 3. Se
considera es importante hacer una revision en unos anos y muchas veces esta labor recae
sobre el especialista que esta valorando al paciente en el momento, sin embargo, si el
paciente no lleva controles periddicos, es algo inusual que pueda saber si la variante
genética esta reclasificada y si es causal o no de su enfermedad. Asi mismo la
tercerizacion de servicios dentro de nuestro sistema de salud puede deteriorar la linea de
comunicacion cuando el laboratorio cambia el estatus de una variante. Cuando los
pacientes son agrupados en centros especializados es mas probable que esta informacién

cambiante tenga un impacto sobre el sujeto y su familia.

Haciendo alusion a estos cambios, que no son inusuales, el grupo de Karbassi reclasificé
variantes en funcién de los nuevos datos, encontrando que las VSI bajaron de categoria

en el 19.7% y subieron en un 13.5%, el resto permanecio igual. Asi mismo las variantes
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que eran catalogadas como probablemente patogénicas era mas probable que subieran
de categoria (a patogénica), asi como las probablemente benignas bajaran de clase (a
benigna); aunque en algunos casos sucedia la contrario (<2%)."" En dicho estudio se
empezaban a implementar las nuevas reglas del Colegio Americano de Genética Médica
y la Asociacién de Patologia Molecular (ACMG/AMP). Estas reglas fueron disefadas para
tener aplicabilidad universal y, por lo tanto, requiere una experiencia significativa para ser

usadas correctamente frente a enfermedades y genes especificos.

Varios grupos han reconocido la necesidad de tener modificaciones por patologias e
incluso por genes. En el caso de las miocardiopatias, tanto arritmogénicas como
estructurales, esta bien establecido que su penetrancia es incompleta y su expresividad
variable, ademas con una edad inconstante para el inicio de sintomas y signos por lo cual
la frecuencia alélica poblacional (informacién clave para la designacion de variantes)
puede requerir cierto grado de flexibilidad, ya que estas variaciones pueden llegar a
encontrarse en poblacién “sana”, esto quiere decir genotipo positivo, fenotipo negativo. Por
supuesto, esto implica dificultades en el ambito de la cardiogenética ya que cada persona
tiene cientos de variantes. El panel de expertos en miocardiopatia hereditaria de ClinGen
realizd recomendaciones para la adaptacién y validacion para las miocardiopatias
asociadas a MYH7. Este gen es un contribuyente importante a varias miocardiopatias
(hipertrdfica, dilatada, restrictiva). Debido a su alta prevalencia combinada con los graves
resultados de salud, MYH7 es uno de los genes probados con mas frecuencia en un
entorno clinico. Al hacer una adaptacion de las reglas ACMG/AMP para su uso en
miocardiopatias asociadas a MYH7 los resultados fueron: de las 28 reglas originales, 9 se
consideraron no aplicables y otras 12 requirieron ajustes especificos de enfermedades y/o

genes. A cinco reglas se le modifico el peso dentro de la clasificacion.'?

5.4.5 Panel genético negativo

En dos de cuatro pacientes con sindrome de Brugada no se detecté una variante
patogénica o probablemente patogénica (panel negativo). MC0O2 quien presentd una

muerte subita reanimada como primer sintoma. Fue ingresado a hospitalizacién, en
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paraclinicos con falla renal aguda, hiponatremia severa, hipercaliemia severa e
hipocalcemia, por lo que fue diagnosticado con insuficiencia renal primaria. En

electrocardiograma se observé un patron de Brugada tipo 1.

La primera manifestacion para MC03 también fue una muerte subita reanimada realizando
ejercicio. Tiene cardiodesfibrilador y ha tenido multiples descargas apropiadas realizando
ejercicio. Historia familiar es positiva, hermana menor con sincopes a repeticion y 4 tios
paternos fallecidos entre los 40 y 55 afos sin diagnostico certero que nos reporte el

paciente, sin embargo, no se evidenciaron variantes causales o de significado incierto.

Para SQTL, 3 pacientes con resultados negativos. MC0O7 y MC19 quienes presentaban
factores de riesgo para QT prolongado adquirido. La primera con tetralogia de Fallot
corregida y reemplazo de valvula pulmonar. La segunda una paciente de 55 afos con
bradicardia sinusal, hipotiroidismo y sindrome antifosfolipidos quien presentdé tormenta

eléctrica. El paciente MC20 un joven de 14 afios con epilepsia concomitante.

Para el grupo de MCH no se identificaron cambios en la secuenciacién genética en 3
pacientes. MCO8 es una paciente femenina con diagndstico desde los 10 afios, con
hipertrofia severa obstructiva a quien le realizaron miomectomia hace 15 afios. Paciente
no tiene historia familiar positiva pero llama la atencion la ausencia de resultado por

compromiso severo desde la nifiez.

MC14 es un probando a quien le diagnosticaron patologia por ecocardiograma solicitado
por auscultacion de soplo cardiaco. No ha presentado ningun evento severo y su hipertrofia

es la mas leve con un tabique interventricular de 14mm.

Paciente MC15 presenta comorbilidades y antecedentes significativos como hipertensién

arterial, enfermedad coronaria sin requerimiento de revascularizacidon y obesidad,
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asimismo consumo de alcohol, cigarrillo y sustancias psicoactivas que ya fueron
suspendidas. A pesar de su historia clinica se decidié su ingreso a la investigacion por
presentar antecedentes familiares positivos (madre con sincopes a repeticién, hermano
con MCH), y hallazgos paraclinicos sugestivos de una miocardiopatia hipertréfica primaria:

hipertrofia asimétrica septal con un septum interventricular de 22mm.

La paciente MC13 con miocardiopatia arritmogénica es una paciente que inicia
seguimiento por cardiologia desde los 3 afnos por cambios electrocardiograficos
inespecificos. A los 11 anos toman ecocardiograma con criterios de Task Force positivos

para esta enfermedad. No ha presentado eventos severos.

5.5 Implementacién de registros

En la medicina hay un reto muy importante y es ;cémo detectar individuos en riesgo de
una enfermedad o un desenlace fatal? Frente a este desafio se ha respondido con la
creacion de Registros nacionales de enfermedades o incluso de procedimientos como la
reanimacion. %% Los registros de informacién clinica de pacientes proporcionan datos
longitudinales sobre los resultados del desarrollo en enfermedades cronicas que afectan
incluso ninos. El reconocimiento y la aplicacion de su uso han permitido histéricamente la
recopilacién de datos de evaluacion comparativa, una mejor comprension de los procesos

de la enfermedad y los resultados de los pacientes, asi como una mejor calidad de vida.

En el ambito de la cardiogenética se han creado varios registros internacionales con
grandes logros como la identificacién de pacientes con diferentes formas de enfermedades
hereditarias, la genotipificacion y su consecuente cascada genética familiar. Si bien ese
trabajo ha sido fundamental para investigacién en cada registro, la motivacion principal
siempre es detectar individuos pre-sintomaticos en riesgo y de esta forma ofrecer terapias
protectoras como farmacos o la implantacién de CDI segun el caso. Particularmente para

el grupo de Nueva Zelanda esto ha sido efectivo, con aproximadamente la mitad de todos
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los casos de SQTL esperados identificados en la ciudad de Auckland (prevalencia de 2.2

por 10,000 personas) donde comenzo el registro. %%

Se considera que este piloto puede ser un paso hacia una meta similar. En nuestro pais
existen algunos registros para enfermedades con tratamientos, como Fabry, Gaucher o
Duchenne, no obstante estos registros pueden llegar a tener conflictos de interés con la
industria farmacéutica.'®®'%".1% Es crucial tener como objetivo un registro como programa
del Ministerio de Salud y financiacion gubernamental, donde logremos identificar nuestros
ciudadanos en riesgo y evitar muertes prevenibles. En este sentido, la creacion de alianzas

entre instituciones cardiovasculares del pais serian claves.

5.6 Limitaciones

El estudio fue disenado como un piloto y aunque se considera que un estudio subsecuente
seria importante, fue posible detectar los fallos que se podrian presentar con un estudio a

una escala mayor.

5.6.1 Consecucion de la muestra

Las patologias aqui tratadas tienen diferentes tipos de incidencia, algunas pertenecen a
las enfermedades huérfanas, definidas en Colombia como una prevalencia menor de 1 por
cada 5000 personas (Ley 1392 de 2010/Ley 1438 de 2011), como la taquicardia ventricular
polimérfica catecolaminérgica y el sindrome de QT corto; otras son poco incidentes como
el sindrome de QT largo, el Brugada y la miocardiopatia arritmogénica y otras son
relativamente frecuentes como la miocardiopatia hipertrofica. En este estudio no contamos
con sujetos con SQTC o TVPC. Ademas no se cuenta con bases de datos centralizadas,
los llamados Registros, que son de gran ayuda en patologias hereditarias y que han
implementado varios paises en diferentes patologias; para las que tratamos en esta
disertacién hay buenos ejemplos en los grupos de Canada, Dinamarca, Inglaterra y Nueva

Zelanda 109,110,38,105
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Asi mismo es dispendioso lograr los avales de las instituciones de salud para acceder a la
busqueda de pacientes, y en un estudio posterior seria adecuado una muestra
multicéntrica, ya que no contamos con pacientes de las areas Amazonia, Caribe,

Orinoquia, Pacifica e Insular al ser nuestro muestreo por conveniencia.

Como se menciond previamente, en Colombia los registros de consulta externa, urgencias
y hospitalizacion son almacenados bajo los parametros de Clasificacion internacional de
enfermedades, 10.2 edicidn, sin embargo en esta clasificacion no hay cédigos para ninguna
canalopatia ni para la miocardiopatia arritmogénica lo cual representa una gran dificultad

para encontrar los pacientes.

Por estas dificultades expuestas se recurri6 a las redes sociales para hacer una
convocatoria abierta a la poblacion para completar la muestra lo cual dio resultados

aceptables pero genera un sesgo de muestreo por el alcance de esta difusion.

5.6.2 Criterios de exclusion

Debido a la dificultad para obtener la muestra del estudio se decidié aceptar un sujeto
mayor de 50 afos. Aunque el rendimiento de las pruebas genéticas es mayor a menor
inicio de presentacién de sintomas éste rendimiento nunca es cero. Es importante recordar
que las miocardiopatias estructurales y arritmicas tienen una expresién variable y
penetrancia incompleta, lo cual significa que la ausencia de antecedentes familiares o la
presencia de otras comorbilidades no descarta una patologia genética. En este estudio
tenemos 3 pacientes con enfermedad coronaria sin necesidad de revascularizaciéon, dos
de ellos con variantes causales para sindrome de QT largo y miocardiopatia arritmogénica.
Sin embargo, pacientes con enfermedad coronaria de una mayor progresiéon no debe
impedir que a estos pacientes se les ordene pruebas genéticas. La paciente mayor de 50

afos tiene un panel genético negativo.
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5.6.3 Cascada familiar

No se realizé estudio en familiares de pacientes, esta informacion puede apoyar la
clasificaciéon de variantes. Sin embargo, debido a la limitacion de recursos, no fue posible

realizar estudios de segregacion.

5.6.4 Recursos

El acceso a financiacién de los proyectos de investigacidn representa una dificultad en todo
el mundo. Para este estudio se lograron recursos por medio de la Universidad Nacional de
Colombia. Sin embargo, es una barrera sustancial los costos de materiales y kits para
procesar la muestra en Colombia. Casi todos los productos se importan del extranjero y
hay pagos de impuestos a pesar que los materiales son usados para actividades

académicas.






6.Conclusiones y recomendaciones

Se realizé el primer estudio molecular en Colombia para estas patologias agrupadas,
identificando en el 52% de los pacientes la variante patogénica o probablemente

patogénica causal de la enfermedad.

El rendimiento diagndstico global de la prueba fue de 52% (13/25 pacientes) para variantes
patogénicas y probablemente patogénicas usando los criterios del Colegio Americano de

Genética Médica y Gendmica.

Se detectaron variantes de significado incierto (VSI) en el 12% de los pacientes (3/25) y

resultados negativos para el 36% de los pacientes (9/25).

De los 13 pacientes en los cuales se identifico variante patogénica o probablemente
patogénica, 10 pacientes tenian variantes missense, 1 paciente una variante nonsense y

2 pacientes una variante frameshift.

Las canalopatias tuvieron un mejor rendimiento diagnéstico (58.3%) en comparacién con

las miocardiopatias (46.1%).

Discriminando por patologia, para el sindrome de QT largo (SQTL) el rendimiento

diagnéstico fue de 62.5%.
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El rendimiento de la prueba para sindrome de Brugada (SBr) y la miocardiopatia
arritmogénica (MCA) fue del 50%.

Para la miocardiopatia hipertréfica (MCH) el rendimiento fue de 45.4%.

Se encontraron dos nuevas variantes clasificadas como probablemente patogénicas, no
referenciada en las bases de datos hasta la fecha. Una de las variantes, en el gen DSP un
codén de parada prematuro en el exén 14 del gen (c.1783C>T; p.Q595*) en un paciente
con miocardiopatia arritmogénica. La segunda variante en el gen KCNE1 una delecién de
87 nucledtidos con una insercidon de una citosina lo cual causa un cambio en el marco de
lectura y un codoén de parada prematuro (c.18-131del, p.P11Afs*24) en dos pacientes con

sindrome de QT largo.

Este analisis molecular permitié brindar el asesoramiento genético adecuado a cada uno
de los pacientes y sus familias. Este estudio ademas logra disminuir costos al sistema de
salud para los pacientes con variante causal tipificada ya que a probables afectados se les

recomienda soélo la busqueda puntual de dicha variante.

Se considera que un estudio subsecuente es de gran importancia para el analisis de estas
patologias en Colombia, la principal barrera es encontrar una muestra significativa y
representativa de todas las regiones del pais. Creemos en la importancia de tener grupos
con experticia clinica y molecular, con informacién centralizada de los pacientes, por medio
de alianzas estratégicas entre instituciones cardiovasculares y laboratorios de diagnéstico
molecular del pais, que permita adicionalmente, realizar los estudios y eventual

reclasificacion de variantes consideradas como VSI.
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6.1 Financiacion

El proyecto de investigacion “Determinacion de variantes genéticas en una muestra de
poblaciéon colombiana con miocardiopatias hereditarias” recibié financiacion por parte de
la Universidad Nacional de Colombia, en el marco de la Convocatoria Nacional para el
Fomento de Alianzas Interdisciplinarias que articulen Investigacion, Creacion, Extensién e
Innovacion en la Universidad Nacional de Colombia 2019-2021. Cédigo Hermes 47710

dirigido por Juan José Yunis Londono, y por Servicios Médicos Yunis Turbay y Cia SAS.

El proyecto de investigacion “Determinacion de variantes genéticas en una muestra de
poblacién colombiana con miocardiopatias hereditarias” hace parte de una alianza entre el
Grupo de Patologia Molecular de la Universidad Nacional de Colombia, la Fundacién

Abood Shaio y Servicios Médicos Yunis Turbay y Cia SAS.
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