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PROLEG.

Naixem predestinats a morir. Ho sabem, perd no hi ha res més trist per a una
familia que perdre un ésser estimat. Amb la seva abséncia manquen tantes
altres coses; per als germans la il.lusié d’envellir junts; per als fills un conseller;
per als pares, el sentit de la seva propia existéncia. Queden els bons records
perod tot queda entel.lat. Mai res torna a ser igual; es trenca l'alegria d’'un Nadal,

d’un tié o d’una reunié familiar.

Decisions i tendéncies professionals han fet que la meva activitat clinica i de
recerca giri al voltant de la mort sobtada cardiaca, que sovint afecta els més
joves. He tingut I'oportunitat d’observar nombroses families afectades per una
perdua tan injusta i he pogut escoltar les seves vivencies, les seves penes i les
seves pors. M’havia preguntat tantes vegades d'on treien la forca per a

continuar, fins fa uns mesos.

A I'Anna, a la Claudia i a I'Aleix Ramon, em donen la resposta cada dia.
Al pare, com sempre continua assegut a primera fila.
A la mare, als germans i nebots; ens veiem tan poc.

A tantes i tantes families que suporten aquest dur proceés.

Naixem predestinats a morir. Un concepte tan senzill i tan complex alhora.
Malgrat que ho intentem racionalitzar costa d’acceptar que la mort sigui part del

nostre viure.



Els qui m’estimen em permetran que dediqui aquest treball especialment a la
meva germana, la Teta, perqué ella hauria estat la primera a qui jo hauria trucat
per dir-li que I'havia acabat. Malgrat tots els esforcos que he dedicat a la

recerca, no he arribat a temps. Em sap greu i t'enyoro.

Soéc emigrant i et desdibuixen
els meus ulls humits i resignats;
d’aprop contemplen com la tristesa
recolca al vidre la seva ma.

Ets emigrant i encongit t'abraga
des la finestra el meu plorar;
llagrimes per tanta impoténcia

del meu cor buit i desconsolat.

Som emigrants a punt de sortida,
dos camins amb destins distants.
Ens acomiadem perd amb un somriure,
no és un adéu sind un a reveure més llarg.
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PRESENTACIO

El 1992 es va descobrir la que ara s’anomena la sindrome de Brugada.
Des de llavors, la recollida de mostres, pacients i membres de families no s’ha
aturat. L’augment exponencial en el nombre de publicacions déona fe que hi ha
un interés molt gran en la malaltia, perd també que estem lluny encara d’acabar
la feina, lluny de comprendre-la. El treball exposat en aquesta tesi és el resultat
dels estudis del nostre grup. Hem recollit families amb la sindrome i hem
identificat els portadors genétics de la malaltia. Investiguem dades cliniques i
genétiques que ens permetin comprendre millor les implicacions de tenir una
mutacié. Altrament hem investigat si hi ha factors genétics addicionals i
ambientals que puguin determinar el risc de patir una mort sobtada en aquests
individus.

Aquest treball és, en definitiva, un seguiment de la poblaci6 més gran
coneguda amb la sindrome de Brugada determinada genéticament. Alld que
semblava una curiositat electrocardiografica s’ha convertit en una linia de
recerca per a molts centres especialitzats en genética de les aritmies

cardiaques; també per al nostre.



INDEX

Introduccio 11
La mort sobtada 13
L’activitat eléctrica cardiaca 15
Geneética de la mort sobtada 18
Proteines associades a mort sobtada 20
Corrent de sodi i mort sobtada 24
La Sindrome de Brugada 27
Introduccio 29
L’ECG a la sindrome 30
Prevalenga 36
Formes induides 39
Mort sobtada al sud-est asiatic 40
Aspectes clinics de la malaltia 41
Aspectes basics de la malaltia 47
| Hipotesi de treball 51
| Objectius 51
| El perqué de la proposta 53




INDEX (Continuacio)

Materials i métodes 55
Métodes Clinics 57
Métodes genétics 60

Resultats 65

Objectiu 1 67
Objectiu 2 75
Objectiu 3 91
\ Conclusions 109
| Bibliografia 127
\ Publicacions de l'autor 144

10



INTRODUCCIO

11



12



LA MORT SOBTADA.

La mort sobtada és una causa de mortalitat molt important als paisos
industrialitzats. Cada any, al mén occidental la mort sobtada afecta al voltant de
800.000 individus. Aquest nombre representa més morts que les causades per

SIDA, cancers de pulmé i de mama, i accidents cerebrovasculars junts.1

La mort sobtada cardiaca es defineix com la mort natural per raons cardiaques
que esdevé poc després de I'aparicio dels simptomes. Quan es fa una definicié
temporal d’'una hora, I'estimacié és que un 13% de les morts naturals tenen un
origen cardiac; quan la definicié és de 24 hores, llavors la incidéncia augmenta

a 18.5% de les morts naturals.?

La incidencia de mort sobtada cardiaca varia segons 'edat de la poblacié. Aixi,
la incidéncia és de 1/1.000 per any en la poblacié general, que disminueix a
1/50-100.000 en poblacions joves. Tanmateix, la incidéncia augmenta d’acord a
la preséncia de patologia cardiaca prévia; essent del 5% per any en una
poblacié de malalts coronaris, del 15% en poblaci6 MADIT Il (individus amb
fraccio d’ejeccié de menys de 35%) i del 20% en la poblacié que ha sobreviscut

a una aturada cardiaca anteriorment.?

Les etiologies de la mort sobtada son depenents de I'edat. Els individus joves
amb mort sobtada cardiaca estan afectats, en un percentatge important, per
malalties genétiques com la sindrome de Brugada, de QT llarg o les
miocardiopaties. Aquestes darreres sén precisament la causa més freqlient de

mort sobtada en I'atleta jove. *
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La malaltia coronaria és responsable del 80% de les morts sobtades en els
individus de més de 40 anys.* En el grup de malalts coronaris, fins a un 50% de
les morts sén sobtades®. Malgrat que hi ha també un component genétic
important, la malaltia coronaria esta caracteritzada per ser multifactorial i
poligénica, causada per la interaccié de molts gens. Essent la malaltia coronaria
un problema de salut tan important, no és estrany que la recerca en aquest
camp hagi estat intensa. Malauradament perd, malgrat que la mortalitat
cardiovascular ha baixat, la mortalitat per mort sobtada en la malaltia coronaria
s’ha estabilitzat. La radé més important d’aquesta manca de progrés és que no hi
ha hagut les eines per comprendre bé els mecanismes basics que
desencadenen la inestabilitat eléctrica. Aquest fet s’esta solucionant des dels
darrers vint anys, amb les noves investigacions dels mecanismes biologics que
determinen I'aritmogénesi, especialment gracies als avencos en la genética.* El
descobriment la base fisiopatologica del potencial d'accié cardiac, de
lautomatisme i de les aritmies s’ha vist associat al descobriment de la
codificacié genética de molts dels canals idnics, proteines que regulen els
gradients de voltatge, que son responsables de la generacioé d’aquesta activitat
eléctrica. Aquests descobriments han donat pas al nou camp de les malalties
eléctriques familiars, les canalopaties. Aquest grup de malalties ens han
permeés aprofundir no només en els coneixements moleculars de les malalties
familiars, sind també en la comprensié de l'activitat eléctrica cardiaca que

causa les aritmies a la poblacié general.
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L’ACTIVITAT ELECTRICA CARDIACA.

Una activitat cardiaca coordinada requereix diferents elements. Entre ells es
destaquen els canals iodnics i gap junctions, que permeten la generacié de
l'activitat eléctrica i la seva transmissio a les cél-lules veines; i les proteines
estructurals, que mantenen I'estructura cel-lular, generen la forga de contraccio i

la transmeten a la resta de les cél-lules. °

Canals ionics. Els canals idnics son proteines de membrana encarregades de
permetre la circulacié d’ion a dins i a fora de la cél-lula. Aquesta circulacio
ibnica es manté seguint un balancg inter i extracel-lular o gradient de voltatge.
Les corrents eléctriques generades per la circulacié d’ions a través dels canals
ionics donen peu al potencial d’accié cardiac, activitat eléctrica imprescindible

per a la generacio de la contraccié sarcomérica i del midcit cardiac.

Potential d’accié. El potencial d’accié és generat per la transferéncia d’ ions,
especialment de potassi, calci i sodi. La célllula es despolaritza rapidament
durant la fase 0 del potencial d’accid, durant la qual hi ha una entrada massiva
d’ions de sodi a l'interior de la cél-lula. Aixd creara una positivitat (o menor
negativitat) de I'interior cel-lular i I'activacié dels canals de potassi durant la fase
de repolaritzacio6. La repolaritzacio és més lenta, i formara les fases 1, 2 i 3 del
potencial d’accié cardiac governada molt especialment pels canals de potassi,
sempre d’acord a un gradient de voltatge. A mida que surten

aquests ions de potassi, I'interior cel-lular es fara més negatiu i la cél-lula anira
tornant al seu estat basal. (FIGURES 1 2)

El potencial d’accié cardiac difereix significativament segons la zona del cor.

Aixd permet que hi hagi caracteristiques eléctriques diferents a les diferents
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cél.lules cardiaques. Per exemple, el teixit de conduccié té la propietat de
despolaritzaci6 sense cap influencia externa. Aquesta caracteristica és
anomenada automaticitat. Els nodes sino-atrial i atrio-ventricular contenen
cél-lules marcapas que tenen una velocitat de despolaritzacio lenta (10-15 V/
segon) i també mantenen una despolaritzacié espontania lenta entre potencials
d’accid, durant la que hauria de ser la fase de repds. D’altra banda, els
potencials d’accié ventriculars son molt rapids (200-400 V/segon) i no hi ha
etapa de despolaritzacié espontania entre potencials d’accio, siné que la cél-lula
es manté en repos fins que és estimulada. Els potencials d’accié auriculars sén
semblants als ventriculars, perd de més curta durada. Els potencials de les
fibres de Purkinje sén semblants als ventriculars, perd tenen capacitat de
despolaritzacioé espontania.

La formacié del potencial d’accié cardiac requerira doncs un balang molt ajustat
de les diferents corrents eléctriques i canals idnics. En estat basal, el potencial
de membrana en el miocardi ventricular és de -85 a -95 mV. Aquest és
'anomenat potencial de repos de la fase 4, durant la qual la céllula no

automatica esta en repos esperant I'estimulacié eléctrica. &’
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FIGURA 1. Ones de potencial d’accié i propagacioé en el cor huma.

(A) Esquema dels potencials d’accio registrats en les diferents regions del cor, i

posicionats d’acord a la seqiiéncia temporal de propagacié. (B) Potencial d’accio

ventricular (0) despolaritzacid; (1) repolaritzacié rapida; (2) fase de meseta; (3)

repolaritzacio lenta; i, (4) post hiperpolaritzacié/retorn a potencial de repos de

membrana. (SA, sino-atrial; AV, atrio-ventricular; RV, ventricle dret; LV, ventricle
esquerre) (adaptat de Nerbonne J, Journal of Physiology 2000;525(2):285-298).

FIGURA 2. Base molecular i ionica del potencial d’accié cardiac.
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(Snyders DJ, Cardiovascular Research 1999, 42:2, 377-390
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PREDISPOSICIO GENETICA | MORT SOBTADA

A mesura que s’avancga en la recerca es van descobrint més canals idnics
involucrats en el manteniment del gradient de voltatge i en la creacié de
I'activitat eléctrica. Aquests canals ionics sén proteines de membrana i per tant
vénen codificades per la seqiéncia del DNA cel-lular. La formacié de les
proteines a partir del DNA és un procés complex on hi ha una transcripcié de
DNA a RNA, una traduccié a aminoacid i uns canvis posttraduccionals que
acabaran de formar el canal ionic funcional. Aquest, perqué funcioni, s’haura
d’incorporar a la membrana cel-lular en perfecte estat. Hi ha molt llocs a on la
fabricacié d’aquesta proteina pot fallar i afortunadament tenim molts sistemes
de correccié dels errors de fabricacio. Perd és possible que degut a un defecte
en la codificacio geneética (hereditaria o de novo) s’alteri la formacié de la
proteina i es doni lloc a un canal idnic defectuds. Si aquest defecte és prou
important o no és compensat, pot donar lloc a una alteracié de l'activitat
eléctrica i ser responsable del trencament del balang ionic intra i extracel-lular.
La pérdua del balang ionic pot comportar I'aparicié d’aritmies malignes i fins i tot
mort sobtada. Aquest és el mecanisme basic de I'aritmogenesi en les malalties

monogéniques o canalopaties.

Hi ha tres linies d’evidéncia que suggereixen que la genética juga un paper molt
important en la mort sobtada.

e Tal com s’ha dit anteriorment, la mort sobtada cardiaca pot estar causada
per malalties cardiovasculars hereditaries, incloent les miocardiopaties i les
malalties eléctriques primaries.®. Mentre que la malaltia coronaria és
responsable del 80% de les morts, la resta esta causada per malalties
estructurals no coronaries (miocardiopatia dilatada, hipertrofica i displasia) o per

malalties eléctriques no estructurals (sindrome de QT llarg, sindrome de QT

18



curt, sindrome de Brugada, taquicardia ventricular polimorfica, etc). Un
percentatge alt d’aquests casos tenen un origen genétic i algunes de les
alteracions genetiques responsables de la malaltia familiar ja han estat
identificades.® '

e Hi ha una interacci6 entre la genética i algunes drogues pro-aritmiques.
No tots els individus que prenen aquests medicaments desenvolupen una
aritmia, per tant es creu que hi ha un component genétic que predisposa alguns
dels individus susceptibles atenir una resposta més accentuada a la droga. En
els darrers anys han estat identificats defectes genétics en la sindrome de
Brugada o de QT llarg induits per drogues. '" '

e EIl paper que I'heréncia juga en el risc de mort sobtada en la poblacié
general és encara poc conegut. Alguns estudis observacionals epidemiologics
han mostrat que la mort sobtada pot agrupar-se a les families. L’estudi
prospectiu de Paris, (Paris Prospective Study)'® va mostrar que una historia de
mort sobtada en els pares era un factor de risc per I'aparicié de mort sobtada a
la familia. Un estudi de casos-control per Friedlander et al** també va mostrar
que la historia familiar d’infart de miocardi o mort sobtada era més frequient en
les victimes de mort sobtada que en els controls.

En aquest tipus de poblacions s’han realitzat estudis genétics preliminars,
basats en analisis d’associaci6 investigant els paper de variacions genétiques,

6 en el risc de mort

en els canals idnics™ i en els receptors adrenérgics,’
sobtada. Malauradament hi ha hagut unes limitacions importants en el disseny
d’aquests estudis. Per un costat, pel fet que les poblacions d’estudi soén
normalment reduides; i per l'altre, la manca de definicid clara del fenotip. No
tots els casos varen rebre autdpsia per a determinar si la mort sobtada era
d’origen cardiac. Ambues limitacions dificulten molt el poder estadistic per a

una associacio geneética concluent. Aquestes limitacions, pero, no han impedit
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que s’accepti ja el concepte que hi ha factors genétics predisposants a la mort

sobtada en la poblacié general.

PROTEINES ASSOCIADES A MORT SOBTADA.

e Al voltant d'un 15 a 19% de les morts sobtades d’origen cardiac estan
causades per miocardiopaties (sobretot la miocardiopatia hipertrofica, dilatada i
la displasia aritmogénica del ventricle dret). Aquelles morts que romanen sense
definir i que tenen una autopsia sense patologia estructural sén classificades
com a fibrillacid ventricular idiopatica."”” Les sindromes de mort sobtada
genotipades estan causades, en la majoria dels casos, per mutacions en gens
que codifiquen tres families de proteines: sarcomeériques, cito-esquelétiques i
canals idnics. Mentre que sempre s’havia pensat que les aritmies familiars en
cor estructuralment normal eren causades exclusivament per mutacions en
canals iodnics, la identificacié de mutacions en I'anquirina B '8 i en la caveolina
3, responsables de la localitzacié dels canals ionics, suggereix que les
anormalitats en el ritme cardiac també poden estar causades per proteines
associades als canals ionics. Igualment, les mutacions en les proteines
sarcomeriques en principi havien estat associades a malaltia hipertrofica® i les
mutacions en proteines cito-esquelétiques a malaltia dilatada.?' Darrerament
s’ha vist perd que hi ha un solapament important entre malalties i defectes

genétics.
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TAULA 1.
Malalties familiars associades amb aritmies i/o mort sobtada.

Alteracions eléctriques

MALALTIA HERENCIA CROMOSOMA | GEN
Aritmies supraventriculars
1921 GJA5
3p21 SCN5A
10922 ?
i . - . 11p15 KCNQ1
Fibril-lacié auricular Autosomica dominant 11923 KCNAB
12p13 KCNE3
21922 KCNE2
17923 KCNJ2
Alteracions de conduccio
Bloqueig branca familiar Autosomica dominant el ?
3p21 SCN5A
Aritmies ventriculars
. - . 3p21 SCN5A
Sindrome de Brugada Autosomica dominant 3p24 GPDA-L
7935 HERG
Sindrome de QT curt Autosdmica dominant 11p17 KCNQ1
17923 KCNJ2
Sindrome de QT llarg
3p21 SCN5A
3p25 Cav3
4925 Ankyrina B
7935 HERG
- . 11p15 KCNQ1
Romano-Ward Autosomica dominant 11923 SCN4B
12p13 CaV1.2
17923 KCNJ2
21922 MINK
21922 MirP1
. - . 11p15 KCNQ1
Jerwell-Lange-Nielsen Autosomica recessiva 21q22 MINK
Taquicardia ventricular Autosomica dominant 1942 RYR2
catecolaminérgica Autosdmica recessiva 1p13 CASQ2
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TAULA 2a.

Miocardiopaties associades amb aritmies i/o mort sobtada.

Miocardiopatia Dilatada i Miocardiopatia hipertrofica

MALALTIA HERENCIA CROMOSOMA | GEN
1932 Troponina T
2924 Titina
3p21 Troponina C
3p21 Cadena lleugera de la miosina
11p11 Proteina C unida a miosina
Miocardiopatia hipertrofica dominant 12923 Cadena lleugera de la miosina
14912 Miosina beta
1491 Actina alfa
15911 Miosina alfa
15922 Tropomiosina alfa
19p13 Troponina |
hipertrofica amb WPW dominant 7932 PRKAG2
1932 Troponina T
1q42 Actinina alpha
2q14 ?
2924 Titina
2q35 Desmina
3p21 Troponina C
4q12 B-sarcoglica
5q33 d-sarcoglica
6p23 Desmoplakina
6922 Phospholamban
9913 ?
Miocardiopatia dilatada dominant 10922 Metavinculina
10922 Zasp/cypher
11915 Proteina LIM muscular
11935 a-cristal-lina
12p12 ABCC9
12922 Thymopoyetina
14911 Miosina beta
15911 Actina
15922 Tropomiosina alfa
17912 T-cap
17921 a-sarcoglica
19913 Troponina |
Xp21 Distrofina
Lligadaa X Xq28 Emerina
Xqg28 Tafazzina
Miocardiopatia dilatada amb dominant 1921 Lamin A/C
alteracions de conduccié 3p25 SCN5A
Malalties musculars amb
miocardiopatia dilatada
Duchenne-
Becker . Xp21 Distrofina
Emery- HEgREEs & X Xq28 Emerina
Dreifuss
Steinert e 19913 Mt-PK
dominant
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TAULA 2b.
Miocardiopaties associades amb aritmies i/o mort sobtada.

Displasia Aritmogénica Ventricle dret

MALALTIA HERENCIA CROMOSOMA | GEN
1q42 RYR2
2qg32 ?
3p23 ?
6q28 Desmoplaquina
Displasia aritmogeénica del Autosomica 10q22 ?
ventricle dret dominant 12p11 Placofilina
14q11 ?
14g24 TGFb-3
18q12 Desmocolina
18912 desmogleina
Autosomica .
Sindrome de Naxos recessiva Ul AEEE] e




LA CORRENT DE SODI | LA MORT SOBTADA

La corrent de sodi (Ina ) ha estat estudiat extensivament en els darrers anys. Hi
ha molta evidéncia cientifica que ha suggerit que aquesta corrent pot modular el

risc de mort sobtada en la poblacié general. Aquesta es detalla a continuacié:

1- Alteracions genétiques en la corrent causen malalties hereditaries
associades a mort sobtada. Els defectes genétics en el canal de sodi SCN5A
estan associats a malalties familiars.??" Hi ha mutacions que provoquen un
augment de la funcié de SCN5A i son responsables de la sindrome de QT llarg
3." La forma congénita de la sindrome de QT llarg esta caracteritzada per la
presencia d’'una prolongaciéo en linterval QT de [l'electrocardiograma i la
susceptibilitat a aritmies malignes. L’electrocardiograma mostra la prolongacio
caracteristica i també alteracions en la forma de I'ona T. Els simptomes (sincop
o mort sobtada) estan relacionats amb la preséncia de torsades de pointe, que
és una forma de taquicardia ventricular polimorfica. En aquesta malaltia el canal
té un defecte que fa que no pugui tancar tan rapidament com un canal normal;
fent que els ions de sodi continuin entrant a la cél-lula, allargant el potencial
d’acci6é cardiac. Els pacients amb sindrome de QT llarg tipus 3 normalment

presenten simptomes durant el repos.

Si una mutacié produeix una reduccié en la quantitat de sodi que entra a la
cél-lula, hi haura una disminucié en la velocitat de conduccié de I'impuls. La
rapidesa i quantitat de sodi que entra a la cél-lula és determinant per a definir la
velocitat de conduccié de I'impuls eléctric a través de les cél-lules que depenen
del sodi (cél-lules atrials, ventriculars i sistema de Purkinje). Aixd resultara en
un defecte de conduccioé que es traduira en un bloqueig de branca o bloqueig

auriculo-ventricular. Aixi les mutacions que causen una pérdua de funcié poden
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donar lloc a la sindrome de Brugada, perd també a la malaltia de conduccio
progressiva®®, fibril-lacié ventricular idiopatica?®, malaltia congénita del sinus i
mort sobtada inexplicada (SUDS)%.

2- Bloquejants de la corrent de sodi Iy, son utilitzats per al diagnostic de
malalties aritmogéniques. L’administracié de drogues que bloquegen el canal
de sodi s'utilitza en l'actualitat per a la identificacié d’individus a risc per

sindrome de Brugada.®® 3

3- Variacions normals en el gen SCN5A, que afecten Iy, estan associades
a mort sobtada cardiaca. En la poblacié afro-americana, la preséncia de la
variacié S1103Y a SCN5A ha estat associat amb un risc augmentat de mort

sobtada i de mort sobtada del nadé. *°

4- L’Gs de bloquejants del canal de sodi ha estat associat amb mort
sobtada en pacients post-infart. L'estudi CAST (Cardiac Arrhythmia
Suppression Trial) va mostrar que I'is d’aquests bloquejants (Encainida,

Flecainida) augmentava la mortalitat en els pacients post-infart de miocardi. *?
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Aquestes dades suggereixen que la corrent de sodi juga un paper molt
important en l'aritmogénesi cardiaca, tant en les malalties monogéniques com
en el risc de la poblacié general. La conformacié molecular de les proteines
responsable per la corrent i els factors ambientals modificadors poden definir el
risc d’'un individu de patir mort sobtada. En aquest projecte hem volgut doncs
estudiar els factors addicionals que modulen aquest risc. Hem decidit enfocar el
projecte cap a l'estudi de la variabilitat genética i ambiental en una de les
malalties monogéniques causada per mutacions a SCN5A, la sindrome de
Brugada. Hi ha varies raons per haver escollit la sindrome de Brugada: el
nombre de families recollides, que ens permet fer analisis més significatives
que els que ens permetria una poblaci6 més reduida; [Ialta incidéncia de
mortalitat en aquesta malaltia; la controversia en I'agressivitat del tractament
en els individus asimptomatics; i la manca de dades significatives en el camp

dels modificadors addicionals genétics en les aritmies cardiaques.
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LA SINDROME DE BRUGADA
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INTRODUCCIO

La mort sobtada cardiaca provoca més de 800.000 morts cada any al mén
occidental.® La fibril-lacié ventricular idiopatica (FVI) causa 5 a 9% dels casos
extrahospitalaris de mort sobtada no relacionades amb l'infart de miocardi. Una
forma de FVI, la sindrome de Brugada (SBr), és freqlient en les morts sobtades
en la gent jove. La malaltia va ser descrita originalment a I'any 1992% i esta
caracteritzada per una historia de mort sobtada cardiaca causada per
taquicardia ventricular polimorfica i/o fibril-lacid ventricular sense cardiopatia
estructural. Els pacients presenten un patrd electrocardiografic tipic d’elevacié
del segment ST en derivacions V1 a V3 amb o sense bloqueig de branca dreta.
(FIGURA 3) La malaltia afecta individus amb una edat mitja de 40 anys, pero ha

estat lligada a mort sobtada en gent major de 80 anys i també en infants.

FIGURA 3. Electrocardiograma tipic en la sindrome de Brugada.

Elevacio del segment ST a precordials dretes amb bloqueig de branca dreta i

prolongacio del PR.
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L’ECG EN LA SINDROME DE BRUGADA.

Tal com va ser publicat en el 1992 i en manuscrits subsequients, la sindrome
havia estat originariament descrita com la malaltia del bloqueig de branca
dreta, elevacié persistent de ST a V1-V3 i mort sobtada.®® Va ser durant les
etapes inicials de la descripcié quan alguns pacients varen ser exclosos de ser
portadors de la malaltia a causa de I'abséncia d’'un o ambdds d’aquests criteris
electrocardiografics. Les investigacions cliniques posteriors han mostrat que
cap dels dos criteris sén necessaris per al diagnostic de la malaltia. Molts
pacients han estat identificats sense bloqueig de branca dreta (FIGURA 4) i ara
és ben conegut que, en un percentatge molt alt dindividus, el signe
electrocardiografic diagnostic, I'elevacié del segment ST, no és persistent siné
que fins i tot pot normalitzar-se.* Aquesta normalitzacié de I'electrocardiograma
€s un aspecte molt important de la malaltia, ja que indica que la sindrome de
Brugada ha d’estar sempre en el diagnostic diferencial d’'un pacient que ha patit

sincop o aturada cardiaca, malgrat tingui un ECG normal.*

FIGURA 4. Patré electrocardiografic sense bloqueig de branca dreta.
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A l'any 2000 es va fer una reunié d’experts en la malaltia per a definir-ne els
criteris electrocardiografics diagnostics.® Des de llavors, s’han definit tres
patrons electrocardiografics (FIGURA 5). Només un és perd diagnostic de la
malaltia, I'electrocardiograma tipus |, que requereix la preséncia d’una elevacio
convexa del segment ST en almenys dues precordials dretes. Aquest segment
baixa i continua en una ona T negativa. El tipus Il i el tipus Il estan
caracteritzats per la preséncia d'una r’ i d’elevacié del segment ST en les
precordials dretes (2 mm en la tipus Il i 1 mm en la tipus Ill), amb una ona T que
roman positiva, formant el patré6 en cadira de muntar. Els tipus Il i lll sén
classificats com a patrons suggerents, perd no diagnostics de la malaltia. Es
frequent veure els patrons Il i Ill en electrocardiogrames de seguiment
d’individus que han tingut abans un electrocardiograma tipus I, i també en
membres de la familia d’'un afectat. Amb la preséncia dels patrons tipus Ili lll no
es pot establir el diagnostic ja que cal documentar I'electrocardiograma tipus I.
El tipus Il pot tenir una semblanga molt gran amb la repolaritzacié precog,
especialment quan hi ha una ona r’ alta. Tanmateix és important no diagnosticar
la sindrome de Brugada basant-se només en la presencia del patro tipus Il en

l'individu esporadic, ja que aquest patré no és infrequient en individus normals.

FIGURA 5. Patrons electrocardiografics en la sindrome de Brugada.
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ALTRES CANVIS PRESENTS EN LA SINDROME DE BRUGADA.

Hi ha un solapament important entre la sindrome de Brugada i altres malalties
aritmogeéniques. Aixi és possible observar prolongacio dels intervals QT i PR i
bloqueig de branca dreta en alguns individus. Igualment al voltant del 15% dels

individus amb la sindrome de Brugada tenen aritmies auriculars.>
MODULADORS DE L’ECG.
Hi ha diversos factors que poden modular el segment ST i poden ajudar a

millorar diagnostic de la malaltia:

Elevacié del segment ST durant la fase de recuperacié després de

I'exercici.

Mentre que l'augment en la frequéncia cardiaca durant I'exercici disminuira
I'elevacié en el segment ST, just després, durant la fase de recuperacié hi
haura un augment del ST altra vegada. Aquest fet esta relacionat amb

|37

I'augment en el to vagal*’. Es important notar que I'elevacié del segment ST pot

comportar 'aparicioé d aritmies malignes.

Posicio de derivacions precordials.

L’'ts d’'un espai intercostal més elevat ha estat utilitzat per a la identificacio del
patré electrocardiografic.®® En l'actualitat s’accepta el patré tipus | com a

diagnostic encara que s’utilitzi un espai intercostal més elevat.

Modificacié farmacologica.

- Isoprenalina.
L’efecte de la isoprenalina és similar al de I'exercici. Hi ha un augment de la
freqléncia cardiaca i descens del segment ST durant la infusié. Aquesta

medicacié s'utilitza en I'actualitat per a les tormentes eléctriques en els pacients
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amb la sindrome, indicant que hi ha una relacié entre el descens del segment
ST i la disminucié d’aritmies.*® (FIGURA 8)

FIGURA 8. Patrons electrocardiografics durant la infusié de drogues.

BASAL AJMALINA ISOPRENALINA
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- Bloquejants del canal de sodi.

Es ben conegut que hi pot haver una normalitzaci6 temporal de
I'electrocardiograma en un pacient amb la sindrome de Brugada, fet que
dificulta el seu diagnodstic. En el 1996 Miyazaki et al. va descriure I'is de
bloguejants de sodi com a moduladors de I'electrocardiograma, i va permetre la
identificacié de portadors de la malaltia amb I'electrocardiograma temporalment
normal®’. L'is d’ajmalina i flecainida a Europa, procainamida als Estats Units i
pilsicainida al Jap6 han permeés de tenir una proba diagnostica de la sindrome
de Brugada. L’'Us dels bloquejants de sodi ha estat acceptat com una eina
diagnodstica en la sindrome, i en la reunido dels experts, la conversié de
I'electrocardiograma a tipus | mitjangant I'is dels bloquejants de sodi ha estat

definida com a diagnodstica de la malaltia. (FIGURA 9)

FIGURA 9. Modulacié de I'electrocardiograma amb la prova d’ajmalina.

START END 10'0"
0 140" 25" 2'30" 30" 4'0" 4'30" 50" after END

L’aparicié de 'ECG diagnostic es pot observar a les derivacions precordials dretes

durant la infusio.
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DIAGNOSTIC DIFERENCIAL DE L’ELEVACIO DEL ST A PRECORDIALS
DRETES.

Hi ha altres condicions que es poden associar amb una elevacié del segment
ST a les precordials dretes.** Tal com es discuteix a continuacié, alguns
d’aquests casos estan associats també a mort sobtada, per tant és possible que
el patré electrocardiografic sigui un signe d’inestabilitat eléctrica i de mort
sobtada imminent. (TAULA 3)

TAULA 3.

Condicions associades amb elevacié de I’ST a precordials dretes.

Bloqueig de branca dreta antidepressius triciclics

Infart de miocardi Distrofia de Duchenne

Miocarditis Ataxia de Friedreich

Hipotérmia Deficiéncia de tiamina

Infart o isquémia de ventricle dret Hipercalcémia

Aneurisme dissecant d’aorta

Hipercaliémia

Intoxicacio per cocaina

Displasia aritmogénica del VD

Embolisme pulmonar agut

Tumor comprimint el VD

Alteracions del sistema

autonom

nervios

Repolaritzacié precog
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PREVALENGA DE LA SINDROME DE BRUGADA

La prevalenca és dificil de determinar especialment per dues raons: 1) La
malaltia no és encara reconeguda arreu doncs ha estat descrita només fa 15
anys. En el futur s’espera un augment significatiu en el nombre de casos
identificats, a mesura que el patré electrocardiografic es reconegui. 2)
L’electrocardiograma és molt canviant, fins al punt que un malalt pot arribar a
normalitzar el patré durant el seguiment.*' Es dificil, per tant, en aquesta
situacié saber si la persona que ve amb simptomes cardiacs pateix la sindrome
de Brugada i cal fer proves addicionals. (FIGURA 10)

FIGURA 10. Canvis en I'electrocardiograma en la sindrome de Brugada.
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{

Es pot observar el patré tipic el febrer del 1992 i també un patré normal

un any més tard (Febrer 1993).
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En els darrers anys hi ha hagut un bon nombre d’estudis observacionals per a
definir la prevalenca del patré electrocardiografic:

A) En una poblacié d’Israel amb fibril-lacié ventricular idiopatica es varen
identificar 8 individus amb el patré tipic perd cap en els controls. Es va també
trobar una prevalenca d’alteracions electrocardiografiques menys definides en
un 1% dels controls, indicant que per a la diagnostic 'ECG ha de ser clar. *?

B) En un centre médic de Nova Orleans es varen examinar més de 55.000
electrocardiogrames. D’aquests n’hi havia 18 que tenien canvis
electrocardiografics suggerents, perd cap complia amb els criteris diagnostics
de la malaltia. **

C) En una poblacié de 3.895 individus que presentaven palpitacions, 100
(2.56%) presentaven el patré electrocardiografic. D’aquests 21 tenien el patrd
tipic tipus |, i d’'aquests, 16 tenien historia de sincop, mort sobtada familiar,
historia de la malaltia a la familia. La prevalenca del patré electrocardiografic
era de 2.43% en individus entre 17 i 30 anys i de 0.13% en individus més grans
de 30 anys.

D) En la poblacié xinesa sana es va trobar una prevalenga de 0.5% amb un
patré tipus Il i no es va trobar cap individu amb patré 1.*°

E) Estudis a Turquia varen mostrar una prevalenga de 0.48% en la
poblacié sana, amb 0.8% la prevalenga d’ECG tipus I.*¢

F) A Corea, en una poblacié sana es va trobar el patré electrocardiografic
tipus 1l en 0.4% dels individus, que augmentava a 1.3% si s’utilitzava un espai
intercostal més elevat.*’

G) Un estudi a Franga amb més de 35.000 individus va mostrar 6 individus
amb I'electrocardiograma tipus | i 14 tenien un electrocardiograma sospités.
Dels 9 que varen consentir a una prova d’ajmalina, 5 varen desenvolupar
I'electrocardiograma tipic. Per tant la prevalenga total en aquella poblacié era

de 0.3%.*®
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H) Estudis a Finlandia han mostrat una prevalenga del tipus Il en 0.61%
sense que hi hagués cap individu amb tipus 1.*°
) S’han fet molts estudis a la poblacié japonesa. Per al tipus | la

51-54

prevalenga va de 0.005% fins a 0.16% en la comunitat adulta. Només una

poblacio juvenil ha estat estudiada, amb una prevalenga de 0.0098%.°°

Tots aquests estudis suggereixen que la sindrome de Brugada es manifesta
durant I'época adulta, al voltant dels 40 anys, i que la prevalenga és molt baixa
en nens. En l'actualitat es creu que la sindrome de Brugada és responsable del
4-12% de totes les morts sobtades i aproximadament del 20% de morts en

pacients amb el cor estructuralment normal.®®

Al mén occidental, la prevalenca
és de 1/5.000 individus. Les dades suggereixen que la sindrome de Brugada és
present a tot el mén. En llocs endémics, la sindrome afecta al voltant de 1/2.000
habitants, i en el sud-est asiatic és una de les causes de mortalitat més

importants en homes de 40 anys, segona després dels accidents de cotxe. °’
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FORMES INDUIDES DE LA SINDROME DE BRUGADA.

Ens els darrers anys s’han identificat molts medicaments que poden generar un
patré electrocardiografic de sindrome de Brugada. Aquests sén, en la seva
majoria, bloquejants dels canals de sodi, com el antidepressius triciclics,
*8alguns anestésics intravenosos com la bupivacaina,’ el liti* i la cocaina.®® No
es sap encara queé significa tenir el patré electrocardiografic sota un estimul,
perd la preséncia d’aritmies, fins i tot de mort sobtada, en alguns d’aquests
individus, fa pensar que és un indicador d’inestabilitat eléctrica cardiaca.
(FIGURA 11)

FIGURA 11. Exemples de formes induides del patré electrocardiografic.
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MORT SOBTADA AL SUD-EST ASIATIC.

Nombrosos estudis relacionen el que es coneix com a “mort sobtada cardiaca
inesperada” amb la sindrome de Brugada. La mort sobtada inesperada al
Sudest Asiatic (SUDS) és una malaltia descrita de fa molts anys®" 2. Hi ha
publicacions des de comengaments del segle XX que fan referéncia a la mort
sobtada d’homes joves, durant la nit, i en els qui no s’ha descobert una malaltia
estructural. La malaltia es coneix com a Pokkuri al Japé,63 Lai-Thai a

Thailandia i Bangungut a les Filipines.®"

En el 1997 Nademannee et al®’ va investigar aquestes malalties i va descobrir
que tenen el mateix patrd electrocardiografic que en la sindrome de Brugada.
Més endavant el nostre grup va mostrar que en molts casos tenen la mateixa
base genética i biofisica i per tant es tracta d’'una mateixa malaltia. 2® °"

(FIGURA 12)

FIGURA 12. Patré electrocardiografic i regio afectada per SUDS.

IW(\_ “i\f’"“‘l\/—“]\’—“'l\""‘lr\f‘“ v
I p e dr A |
W«;JWWEMMN '

I _JT(LJ\E/"\-_, l,/\—

- v }
I [ | b ke | R L

JL...J'.—-\._,-J,—x--—-\,.-'\-—-J;"\——'J."'"— nJVﬂ, _J 'j‘““"“li /\ _—"ri. /(\____-n X ---w- MALAVAIA,

| Seaffgpem
..‘ < Al
i

%)

ﬂ-l__H/\_J N N N /;J' j-.___lr ”\"‘—"‘pr“““li’fw\‘"‘ e

(Nademanee et al Circulation 1997)

40



ASPECTES CLINICS DE LA SINDROME DE BRUGADA

Historia natural de la malaltia.

La presentacio tipica del malalt és la d’'una persona d’'uns 40 anys que ha tingut
una mort sobtada recuperada i que té una historia prévia d’episodis sincopals
causats per taquicardies ventriculars polimorfiques.®® Durant els primers anys
després del descobriment de la malaltia, la majoria dels malalts eren
simptomatics.®® En l'actualitat s’identifica cada vegada un nombre més gran de
malalts asimptomatics, gracies al millor reconeixement de la malaltia per part
de la comunitat médica i sobretot pels estudis familiars que es duen a terme
quan es fa el diagnostic de la malaltia en un dels membres. *

Les analisis de seguiment dels individus amb la sindrome de Brugada només
han estat possibles quan hi ha hagut un nombre suficient de malalts. A 'any
2002 el nostre grup va publicar el seguiment de 667 individus amb el patré
electrocardiografic. ® Aquesta poblacié va mostrar unes dades demografiques
que s’han mantingut en tots els grups de recerca: 1) I'edat al diagnostic (edat en
la qual es va diagnosticar el primer electrocardiograma anormal) era de 41+15
anys (2 a 85 anys); 2) la poblacié mostrava que la malaltia és més prevalent en
homes que en dones (507 i 160 respectivament); i 3) en 344 individus (51.5%)

hi havia una sospita de malaltia familiar.

En la nostra poblaciéo 'ECG basal era anormal en 499 casos (75%) i anormal
després de l'administracid de bloquejants de sodi en 168 casos. L'estudi
electrofisiologic va ser realitzat en 403 individus, dels quals 231 (47%) varen

tenir una aritmia ventricular induida durant I'estimulacié programada.
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Al seguiment, aquesta poblacié va mostrar que un total de 164 pacients varen
presentar almenys un episodi de mort sobtada o fibril-lacié ventricular. En totes
les categories de pacients (mort sobtada, sincop o asimptomatic) els homes
tenien un prondstic pitjor que les dones. La probabilitat que un home amb un
electrocardiograma espontani anormal i induible durant I'estudi electrofisioldgic,
tingués aturada cardiaca o aritmia maligna era de 45.1% (95% CI 37.9-52.5%).
A laltre costat de [l'espectre, la probabilitat que una dona amb un
electrocardiograma anormal només després de I'is de bloquejant de sodi, i no
induible tingués aritmia maligna era de 3 % (95% CI 1.3-6.9%). (FIGURA 13)

A grans pinzellades les dades han mostrat els resultats seguents:

1. Un electrocardiograma diagnostic de sindrome de Brugada és un
marcador de mort sobtada. De tots els individus de la nostra série, 25% han
patit mort sobtada o fibril-lacié ventricular documentada en algun moment de la
seva vida. Amb una mitjana d’edat de 41 anys, la incidéncia de mort sobtada
(recuperada o no) és clarament superior a la mitjana en la poblacio general.

2. El génere masculi és un factor de risc per mort sobtada. En totes
les categories estudiades, els homes tenen un risc més alt que les dones.

3. La inducibilitat d’aritmies ventriculars és el factor pronostic més
significatiu. Malgrat que la inducibiliat és un tema amb molta controvérsia
entre els diferents investigadors, en la nostra série de pacients I'estimulacié
ventricular programada continua essent la prova amb més valor pronostic. Els
pacients induibles tenen un risc quatre vegades més alt de mort sobtada que
els no induibles. Per altra banda, 'interval H-V no té cap significat pronodstic en
els nostres pacients, una observacié que contrasta amb estudis previs. %

4. Les formes familiars no tenen un pronéstic pitjor que les no
familiars. Una historia familiar de sindrome de Brugada no prediu un pronostic
pitjor. Aquestes observacions han estat també confirmades anteriorment i per

altres investigadors.®’
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5. Els individus amb un electrocardiograma basal anormal tenen un
pronostic pitjor que aquells que necessiten bloquejants de sodi. Els
individus amb un electrocardiograma basal anormal tenen el doble de risc de
desenvolupar aritmies durant la seva vida que els individus que necessiten
bloquejants de sodi per a desemmascarar el patré electrocardiografic.

En conclusié doncs, els individus amb un electrocardiograma diagnostic de
sindrome de Brugada tenen una probabilitat de 25% de tenir aritmies malignes
durant la seva vida. Aquesta probabilitat augmenta a 45% quan I'afectat és
home, té electrocardiograma basal anormal i és induible a ['estudi
electrofisiologic. (FIGURA 13)

FIGURA 13. Probabilitat de mort sobtada.

Individus amb un electrocardiograma de sindrome de Brugada.

ECG + home
ECG + dona
ECG - home

Induible No-induible
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Individus sense mort sobtada preévia.

No hi ha gaire dubtes de com s’ha de tractar un individu amb historia de mort
sobtada (recuperada). Tots els investigadors estan d’acord que aquests
individus han de ser protegits amb la implantacié d’'un desfibril-lador. Perd hi ha
molt controvérsia en si s’ha de ser gaire agressiu amb l'individu asimptomatic.
Hi ha actituts diferents davant I'individu asimptomatic amb un patré tipus |. S’ha
de partir de la premissa que els asimptomatics també tenen un risc (per minim
que sigui) de mort sobtada; tots els malalts simptomatics han estat
asimptomatics durant molts anys, fins el primer simptoma. La questi6 més
important, doncs, no és si els asimptomatics poden esdevenir simptomatics,
siné quins d’ells n’esdevindran i quins sén els parametres clinics que s’han
d’utilitzar per a identificar-los. Alguns grups consideren que el risc de mort
sobtada en I'asimptomatic és tan baix que només s’ha de fer un seguiment,
d’'altres que s’ha d’esperar fins que l'individu faci un sincop. Aquests sén
models valids, perd s’ha de tenir en compte que el primer simptoma pot ser
també la mort sobtada.

El nostre grup ha defensat sempre I'Us de l'estudi electrofisioldgic per a
determinar el risc i per decidir la implantacié d’un desfibril-lador. Varem analitzar
les dades en 547 individus asimptomatics amb un electrocardiograma
compatible amb el de sindrome de Brugada. Cap d’ells havia tingut aritmia
cardiaca quan l'electrocardiograma havia estat realitzat. L’electrocardiograma
anormal va ser identificat durant I'estudi per sincope de causa desconeguda en
124 individus, durant un estudi electrocardiografic de rutina en 170 individus i
durant un estudi de membres de la familia en 253 individus. Hi havia un
predomini d’homes (408 i 139). 302 pacients presentaven una historia familiar
de mort sobtada. L’'ECG basal era anormal en 391 casos i anormal després de

'administracié de bloquejants de sodi en 156 pacients. Durant [I'estudi
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electrofisiologic, 163 dels 408 pacients varen ser induibles a aritmies
ventriculars.

Amb un seguiment de 24+33 mesos hi va haver 44 episodis de mort sobtada o
de fibril-lacié ventricular en el grup de 547 pacients (8%). La preséncia d’un
episodi previ de sincop, un electrocardiograma basal anormal, la inducibilitat a
lestudi electrofisiologic i el génere masculi eren de nou predictius

d’esdeveniments.®® (FIGURA 14)

FIGURA 14. Probabilitat de mort sobtada.
Individus amb un electrocardiograma de sindrome de Brugada

sense mort sobtada prévia.
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Individus esporadics.

El grup que déna més dubtes terapéutics és el dels individus esporadics.
Aquests son individus que han estat diagnosticats amb un ECG fet durant una
prova de rutina, sigui per raons professionals, raons d’asseguranga o de
cribatge de salut. Aquests individus esporadics per tant no tenen cap historia
prévia de simptomes cardiovasculars. Tampoc tenen cap historia familiar de
sincop o de mort sobtada. Varem recollir 167 casos esporadics amb un
electrocardiograma tipus |. En aquests grup de malalts durant un seguiment de
3 anys hi va haver 11 esdeveniments, indicant una incidéncia total de 6% o de
2% per any. Tenint en compte que aquests individus tenen una edat mitjana de
40 anys sense patologia cardiaca estructural i altrament en un bon estat de

salut, aquest és un percentatge molt elevat.

Dels 11 individus que varen tenir un esdeveniment, 5 varen morir i 6 foren
recuperats de fibril-lacié ventricular. L’Unic factor predictiu d’esdeveniments va
ser la inducibilitat durant I'estudi electrofisioldgic i I'inic factor que va predir la
mort sobtada en els 5 individus va ser el no haver fet I'estudi electrofisiologic.
Aquests 5 malalts no varen ser estratificats, no varen rebre la implantacié d’'un

desfibril-lador, i per tant varen morir durant I'aritmia maligna. (TAULA 4)*°

TAULA 4.

Seguiment (3 anys) de 167 casos esporadics amb sindrome de Brugada

Induible (36) No Induible (89) Estudi EP no fet (42)
Fib Ventricular 6 (16.7%) 0 (0%) 0 (0%)
Mort sobtada 0 (0%) 0 (0%) 5 (11.9%)
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ASPECTES BASICS DE LA SINDROME DE BRUGADA.

L’evidéncia clinica i experimental ha suggerit dues hipotesis per a explicar els
mecanismes fisiopatologics en la sindrome de Brugada.

Hipotesi de Repolaritzacié. Durant els primers anys de la descripcio de la
malaltia, la sindrome de Brugada ha estat considerada una malaltia de la
repolaritzacié, amb una alteracié en el balang idnic a favor de de la corrent de
potassi Ito (transient outward current) en [I'epicardi del ventricle dret,
responsable de la generacié d’un gradient transmural de repolaritzacié que crea
el medi necessari per desencadenar aritmies malignes’® "', Hi ha varis factors
que indiquen que aquest balang podria ser critic en la malaltia.

a- Bloquejants dels canals de sodi que accentuen el balang a favor de Ito
quan disminueixen el corrent de sodi. Aquests bloquejants agreugen I'elevacié
del segment ST en I'electrocardiograma de superficie.”® Aquesta és una troballa
que té traducciod clinica, ja que bloquejants de sodi com [lajmalina i la
procainamida son utilitzats en l'actualitat per a identificar els individus a risc de
patir la malaltia.*

b- L’Us de la quinidina, un antiaritmic de classe |IA amb accié de bloquejant
dels corrents de repolaritzacié, s’ha mostrat que pot normalitzar I'elevacio del
segment ST. Aquesta és una dada que té correlacié clinica també, ja que la
quinidina és utilitzada per tractar els malalts que tenen molts xocs. "#"°
Aquestes dades indiquen doncs que el desenvolupament del patro
electrocardiografic i de les aritmies esta lligada a una alteracié en el balang

Na/K ventricular a favor del corrent Ito durant la fase 1 del potencial d’accié.
Hipotesis de despolaritzacié. Hi ha dades que suggereixen que hi ha un

important component de despolaritzacié en la sindrome de Brugada, amb un

enlentiment de la conduccio en el tracte de sortida del ventricle dret com a fet
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central de la malaltia. Aquesta hipotesi ve recolzada per la preséncia

d’enlentiment de la conduccié en malalts amb una malaltia molt severa.’®

Aixi doncs, les dades experimentals donen suport a la hipotesi que la
disminucio en el corrent de sodi és responsable del fenotip de la sindrome de
Brugada, segurament relacionat amb una alteraci6 en el balang
despolaritzacid/repolaritzacio. Les dades genétiques, exposades a continuacio,

també han confirmat aquestes hipotesis.

GENETICA DE LA SINDROME DE BRUGADA

Alguns casos de la sindrome de Brugada estan genéticament determinats. La
malaltia segueix un patré genétic autosomic dominant. A 'any 1998 el nostre
grup va identificar el primer gen causant de la malaltia, el gen SCN5A, la
subunitat alfa del canal de sodi, responsable de la fase 0 del potencial d’accié
cardiac.?® S’han descobert al voltant de 100 mutacions fins al moment. SCN5A
és responsable d’aproximadament 20-25% dels casos de la malaltia.?

El canal de sodi: SCN5A codifica la subunitat o del canal de sodi cardiac. La

proteina conté quatre repeticions internes, cadascuna amb 5 segments
hidrofobics (S1, S2, S3, S5, S6) i un segment carregat positivament (S4). Els
segments S4 son probablement els sensors de voltatge i estan caracteritzats
per tenir aminoacids positius a cada tercera posicié. Aquesta proteina regula la
permeabilitat d’ions de sodi a les membranes excitables.”” Quan assumeix
conformacions obertes o tancades responent a diferéncies de voltatge a través
de la membrana, la proteina forma un canal de sodi selectiu, pel qual els ions
de sodi circulen d’acord a gradients electromecanics. La seqliéncia gendmica
del canal de sodi conté més de 100 kilobases i 28 exons.”® La proteina

s’expressa en el muscul auricular i ventricular perd no en el muscul esquelétic,
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al cervell, al fetge o la melsa. L'expressié en les cel-lules neurocardiaques
parasimpatiques ha estat descobert recentment.”” Malgrat que la funcié en
aquestes cél.lules no és encara coneguda, s’especula que podrien participar en
el control autonomic. (FIGURA 15)

FIGURA 15.
Subunitat alfa del canal de sodi cardiac, SCN5A.
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Efectes patofisiologics de les mutacions:

Una tercera part de les mutacions presents a la sindrome de Brugada han estat
estudiades en sistemes d’expressid, pel que s’ha mostrat una pérdua de funcio
per: 1) un defecte de transit de la proteina, que no pot arribar a la membrana;®"
82 2) un trencament prematur de la proteina degut a que la mutacié codifica per
un codd d’'stop; 3) entrada del canal de sodi dins d'un estat intermedi
d’inactivacio des del qual el canal es recupera més a poc a poc; i 4) inactivacié
accelerada del canal de sodi. Aquest ultim mecanisme inclou un tancament
prematur del canal de sodi, a temperatures fisiologiques perd no a temperatures
ambientals, suggerint que els pacients amb sindrome de Brugada poden veure
incrementat el seu risc durant estats febrils. 8 Aquest fet té una clara correlacié
clinica, ja que s’ha observat I'aparicié d’aritmies durant episodis febrils en els

malalts que tenen el patré electrocardiografic.?*®’
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HIPOTESI

El fenotip de la sindrome de Brugada ve determinat per

factors genetics i ambientals.

OBJECTIUS

¢ I|dentificar les families amb base geneética a canal de
sodi.

e Realitzar correlacions fenotip-genotip en els
portadors de mutacions.

¢ Identificar factors externs i genétics addicionals que

poden influenciar el fenotip.

51



52



EL PERQUE DELS ESTUDIS PROPOSATS

Variacié en el fenotip de la sindrome de Brugada. Hi ha una variabilitat
important en el fenotip de les aritmies congeénites. En la sindrome de Brugada,
en la qual I'tnic tractament possible és la implantacid6 d'un desfibril-lador,
aquesta variabilitat ha estat motiu d’'important controvérsia, sobretot en el

tractament, prondstic i estratificacié dels individus asimptomatics.

Algunes de les dades que apunten a un efecte de la genética en el fenotip sén
exposades seguidament:

a) Els pacients simptomatics tenen un risc molt alt de recurréncia. Els
pacients simptomatics amb documentacié de fibril-lacio ventricular tenen un risc
de 50% de tenir un altra aturada cardiaca al llarg de la seva vida. % ® No se
sap qué determina que un individu es pugui mantenir asimptomatic, perd creiem
que hi ha una combinaci6 de factors genétics i externs.

b) Els portadors genétics amb electrocardiograma basal normal tenen un
bon pronostic. ®® No se sap si aquests s6n individus que tenen una estructura
genetica que els déna menys predisposicid a I'elevacio del segment ST i a les
aritmies.

c) Hi ha individus que tenen una resposta fals-negativa als bloquejants de
canal de sodi. Hi ha molts farmacs, bloquejants de sodi, que sén utilitzats per

% perd hi ha un 20% de falsos

al diagnostic de la sindrome de Brugada
negatius (individus amb la mutacié que no tenen una prova d’ajmalina positiva).
Es possible que aquests tinguin uns modificadors genétics que determinin la
seva resposta als bloquejants i a la clinica.

d) Hi ha solapament de fenotips. Des de la descripcié de la sindrome de
Brugada s’han trobat important solapament amb altres malalties

23, 28, 89

aritmogéniques, especialment amb la malaltia progressiva de la
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conduccié, amb la sindrome de QT llarg i amb aritmies auriculars.’® ' La
variabilitat en I'expressivitat d'una mateixa mutacié continua forga inexplicada i
s’ha suggerit una influéncia de factors genétics i externs.

e) La preséncia de variacions addicionals a SCN5A pot determinar el
fenotip. Varis estudis biofisics han mostrat que els polimorfismes normals en el
gen poden modificar la corrent de sodi.®> %% Es creu que I'efecte d’aquests
polimorfismes en la funcié del canal de sodi és multifactorial, des d’un efecte

biofisic directe a una afectacio en el transport del canal de sodi a la membrana.

En resum, les dades han mostrat que en la sindrome de Brugada hi ha una
heterogeneitat important en les caracteristiques cliniques i basiques. Fins i tot
en el cas més clar, la pérdua completa d’'un al-lel degut a una mutacié que
trunca la proteina, hi ha una amplia variabilitat clinica entre els familiars
portadors del defecte. En aquest projecte hem decidit fer una investigacié de
factors genétics i ambientals que puguin determinar el risc de patir una malaltia
més severa en els individus i families amb la sindrome causada per mutacions

en el canal de sodi.
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MATERIAL | METODES
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METODES CLINICS

1- Diagnostic electrocardiografic.
El diagnodstic de la sindrome de Brugada es basa en la presencia dels criteris
electrocardiografics que defineixen el fenotip, i determinats en la reunié
d’experts del 2000%. Considerem un electrocardiograma com a positiu i
diagnostic si hi ha una r’ terminal amb una elevacié del punt J > 0.2 mV amb un
segment ST descendent que continua amb una ona T negativa o isoeléctrica en
les derivacions V1, V2 i a vegades V3. Aquest tipus d’electrocardiograma és
conegut com “coved-type” i és lI'inic que es considera diagnodstic per a la
sindrome. Hi ha dues varietats “saddle-back-type” que soén sospitoses perd que
no sén diagnostiques com s’ha explicat anteriorment. L’electrocardiograma és
també considerat diagnostic si després del test d’ajmalina hi ha una r’ terminal
amb una elevaci6 del punt J > 0.2 mV amb un segment ST descendent que
continua amb una ona T negativa o isoeléctrica en les derivacions precordials

dretes.

2- Exclusions diagnostiques.
S’exclou del diagnostic el pacient que presenta malaltia estructural cardiaca
documentada mitjangant métodes no invasius (ecocardiograma, prova d’esforg,
estudis nuclears, ressonancia magnética) i métodes invasius (angiograma,

coronariografia, bidpsia).

3- Altres mesures a ’ECG.
a- Bloqueig auriculoventricular de primer grau es defineix com una
prolongacio de I'interval PR de més de 200 ms.
b- Bloqueig de branca dreta es defineix com la preséncia d'una

prolongacié del complex QRS de 2120 ms, rsr’, rsR’ or rSR'a V1 i/o V2 i ones S
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amples i profundes en les precordial sesquerres i una ona R normala V5 i V6,
pero =250 ms a V1.

c- Bloqueig incomplert de branca dreta es defineix com la preséncia d’'un
patré rSR'a V1 i/o V2 i un complex QRS de menys de 120 ms.

d- Tp-Te es defineix com el temps en ms. des del pic fins a la fi de 'ona T.

4- Estudi electrofisiologic.

L’estudi electrofisioldgic inclou tant les mesures d’intérvals de conduccioé basals
aixi com l'estimulacié programada. Varem utilitzar el protocol més senzill, amb
una sola zona destimulacid (apex ventricle dret), tres cicles basals
d’estimulacié (600, 500 i 430 ms.) i induccié de 1, 2 i 3 extrasistoles ventriculars
fins a un minim de 200 ms. El pacient és considerat positiu si s’indueixen
aritmies ventriculars sostingudes (fibril-lacié ventricular, taquicardia ventricular
polimorfica o monomorfica) de més de 30 segons o0 que requereixen intervencio

urgent.

5- Prova d’ajmalina.
La prova d’ajmalina es realitza sota monitoritzacié electrocardiografica i en una
sala equipada amb capacitat per a reanimacié cardiopulmonar. La possibilitat
d’'una complicacio aritmica important durant la prova és baixa, perd no nul-la. Es
dona un bolus dajmalina durant 5 minuts (1 mg/kg) i es fan
electrocardiogrames seriats. L’ajmalina té una vida mitja molt curta i per tant al
cap de cinc minuts d’haver acabat la infusid, I'electrocardiograma ja es
normalitza. L’ajmalina no és disponible arreu. A I'’América del Nord s’utilitza
procainamida i al Jap¢é s'utilitza pilsicainida. En I'actualitat és freqlient observar
I'is de flecainida o propafenona oral. No esta clar perd quina és la sensibilitat

de la prova oral. Per a investigar la validesa de la prova en el diagnodstic dels
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portadors de mutacions al canal de sodi (estudi genotip-fenotip) només es va
utilitzar ajmalina, considerada la droga més potent per al diagnostic de la

sindrome de Brugada.

6- Métodes estadistics.
Les dades foren analitzades amb unpaired t test i es va considerar significatiu
un valor de P<0.05. El significat estadistic de la comparacié de la incidencia de
bloqueig de primer grau, bloqueig complet i incomplet de branca dreta entre
portadors i no portadors de mutacions al canal de sodi es va calcular amb el xi
guadrat de Pearson. El significat de la diferéncia de PR, QTc, elevacié ST, i Tp-
Te entre els grups de malalts va ser calculat amb ANOVA amb el test Scheffe
per analisi post hoc. Quan aplicable les dades son presentades com a mitjana

+ una desviacio estandard.
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METODES GENETICS

1- Recrutament d’individus i de families.
Els casos foren recollits a partir de la comunicacié directa amb els metges i
malalts. A part de fer una anamnesi del malalt, es va demanar la historia
familiar aixi com també una copia de les proves complementaries que se’ls
havien fet. Molts dels pacients ens havien contactat directament per Internet o
per correu electronic i continuen en contacte amb nosaltres per al seu

seguiment a llarg terme.

En els darrers 15 anys s’ha desenvolupat una base de dades clinic-genética,
recollint-se 1230 casos index de sindrome de Brugada amb electrocardiograma
tipus 1. S’ha obtingut sang de 4226 individus, corresponent a 726 families. La
majoria de les mostres corresponen a pacients de la societat occidental (Europa

i América).

2- Recollida de sang.
Es va demanar consentiment informat per a la realitzacié d’estudis genétics,
tant als malalts com als familiars que varen participar. Després de l'avaluacio
clinica de les seves dades, es va recollir una mostra de sang, que va ser
enviada directament al laboratori per a I'extraccid6 d’ADN. Les mostres foren

denominalitzades i es va assignar un nimero identificatiu unic.

3- Aillament de DNA.
El DNA és aillat utilitzant el sistema Puregene (Gentra) sota campana biologica.
Breument, les cél-lules son lisades i la proteina precipitada, deixant el DNA a

punt per a la precipitaci6 amb isopropanol. EI DNA és hidratat amb solucié

60



d’hidratacié i mesurat amb spectrofotometria per a valorar-ne la quantitat i la

qualitat.

4- Transformacié limfoblastica.
Per cada familia s’obté una linia cel.lular permanent d’un pacient per a una
possible analisi de RNA. Les linies sén establertes utilitzant virus d’Epstein-Barr

i ciclosporina A.

5- Amplificacié de RNA per analisi de splicing.
Es va extreure el RNA de les cél-lules limfoblastiques utilitzant RNAeasy
(Qiagen). Per a 'amplificacioé de la regié d’interés, es varen dissenyar dos sets
de sondes: 1)Ex623: GTGGTGGTCAATGCCCTG i
CATGTTGATGAGGCTTATCTG; 2)Ex627: GGCTTCATATTCGACATTGTGAC i
GCAGCAGCCCGATGTTGAAGAGG. La transcripcié inversa va ser feta

mitjangant Superscript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen).

6- Seqiienciacié6 directa.
Els exons de SCN5A van ser amplificats mitjancant la técnica de PCR. Els
productes van ser purificats amb Exosap (USB Corporation) i directament
sequienciats en ambdues direccions utilitzant el BigDye Terminator (applied
biosystems, ABI) en una maquina 3100 o 3130 de ABI. L’analisi genética a
SCN5A es va realitzar amb seqienciacio dels exons i les zones intr6-exd6. La
fase cromosomica va ser establerta analitzant la segregacié de variacions en
els pares. Tots els membres de la familia portadors d’'una mutacio en el canal
de sodi varen ser analitzats per a detectar la preséncia de polimorfismes
funcionals. De moment, dos polimorfismes funcionals han estat descrits en la
literatura: R1193Q, en els japonesos i H558R, present en un 20% de la poblacié

caucasica.
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Varem decidir utilitzar la tecnologia de sequenciacido en comptes de les
tecniques de SSCP (single stranded conformation polymorphism) o DHPLC
(Denaturing high Pressure liquid chromatography). EI motiu és que les
tecniques de SSCP i DHPLC, basades en la deteccio de diferéncies en el patré
electroforétic entre l'al-lel mutat i el normal, segurament no detectaria una
mutaciéo homozigotica ja que el patrd electroforétic romandria idéntic entre els
dos al‘lels. Tenint en compte que les mutacions homozigotiques han estat
descrites com causants de formes severes de malalties congénites (sindrome
de QT llarg recessiva o Jervell-Lange Nielsen) varem creure que una técnica
que no ens permetés diagnosticar genéticament els casos més severs aniria en
detriment del projecte. A més a més, la sensibilitat de la tecnologia de
separacio electroforética de SSCP o DHPLC és menor que la de seqtienciacio.
Com que només al voltant d’'un 20-25 % dels casos de sindrome de Brugada
estan causats per mutacions a SCN5A, varem creure que la utilitzacié d’'una
técnica menys sensible aniria també en detriment del projecte. L’analisi de la
sequéncia ha estat fet de forma automatica amb Sequencing Analysis,

Sequencher i Segscape i verificat de forma manual.

7- Definicié de mutacidé/variacié.
Després de la identificacié d’'una variacié a SCN5A, aquesta es definiria com a
mutacié si no estava present en 600 al-lels controls. Aquests controls, del

mateix origen étnic, son individus sense patologia cardiaca.

8- Equipament.
Per a la PCR es va utilitzar Mastercycler (Eppendorf) amb capacitat per a
'amplificacio de 96 o 384 mostres. La seqlenciacid va ser feta utilitzant dues
sequenciadores de capil-lars ABI3130 i ABI3100 (Applied Biosystems, CA,
USA).
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9- Analisis estadistiques genétiques

El primer pas en I'estudi de la base genética d'un fenotip és determinar si hi ha
0 no agregacié familiar del fenotip. La preséncia de I'agregacié familiar es
demostra per I'existéncia més alta d’'un tret o malaltia dins la familia comparat
amb la resta de la poblacié. El poder de detectar un gen que afecta un tret
quantitatiu depén de la seva contribucié a 'augment en el risc i la variacioé total
d’aquesta caracteristica. El poder per a detectar I'agregacio entre la malaltia i el
lloc de la susceptibilitat depén de la seva contribucié a 'augment del risc entre
els familiars comparat amb la resta de poblacié.

Després que un tret s’hagi demostrat en les families, el segient pas és
quantificar la contribucié dels factors genétics de I'agregacié familiar, és a dir
avaluar I'heretabilitat.

Hi ha diferents métodes per a identificar els gens que contribueixen als fenotips,
perd en el nostre projecte n’hem utilitzant especialment dos: 1) l'analisi de
lligam, utilitzat en la primera fase per determinar si el fenotip de la familia
estava lligada al cromosoma 3, a on hi ha el SCN5A; i 2) I'analisi d’associacio,
per determinar els factors modificadors genétics en els portadors de mutacions

en el canal de sodi.

Els estudis de lligam genétic busquen demostrar una co-segregacié d’'uns
al-lels d’un locus definits per marcadors amb un fenotip determinat. Es busca un
segment cromosomic (locus) que co-segregui amb el fenotip més freqientment
del que un esperaria a l'atzar. Es considera que dos marcadors polimorfics
estan lligats si la frequéncia de recombinacié és menor del 50%. El lligam
genétic és una analisi estadistica que genera un resultat anomenat LOD
(logaritma d’odds). Es una mesura de la probabilitat que dos marcadors (o una
malaltia i el marcador) estan de fet lligats genéticament. Un LOD de 3 0 més és

considerat significatiu per a lligam genétic i un LOD de menys de -2 és
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considerat que exclou el lligam genétic. Els resultats de LOD son calculats a
varies distancies entre marcadors. Els marcadors en un locus es poden agrupar
en haplotips, que ens permeten deduir la segregaci6 d’'una porcidé del
cromosoma a través de les generacions de les families. Si aquesta porcié esta
present en tots els afectats i hi ha un nombre suficient d’individus per a tenir un
valor estadistic suficient (LOD 3), es pot deduir que en aquella porcié
cromosomica (o locus) hi ha el gen que causa la malaltia. Com més membres
afectats hi hagi en la familia, més probable és que la porcié cromosdomica que
comparteixen sigui més petita, (més recombinacié genética) i per tant que es
pugui localitzar el gen més facilment.

L’objectiu final del lligam genétic i I'’haplotip és doncs definir els intérvals de
recombinaciéo més petits a on es troba el gen responsable de la malaltia, fent
possible la realitzacié d’'una analisi de la sequéncia del DNA per trobar la

variacié causal del fenotip (o mutacio).

10- Estratégia general per a I’analisi genética.
En el nostre projecte varem adoptar una estratégia combinada de estudis de
ligam amb seqlenciacié directa del gen. Si la familia era prou gran primer
varem utilitzar una analisi d’haplotips en el locus que conté SCN5A. Varem
utilitzar cinc marcadors informatius que voregen el locus. Aquests marcadors
s6n microsatél.lits amb una alta informacié genética (D3S3659, D3S1609,
D3S3567, D3S1277, D3S3521). Si la familia estava lligada a SCN5A procediem
a la seqlenciaci6 directa del gen. En les families petites o amb pocs afectats

procediem a la sequenciacio sense analisi de lligament.
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RESULTATS
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OBJECTIU 1

IDENTIFICAR LES FAMILIES AMB DEFECTE GENETIC A

SCN5A.

a- Recrutament de la poblacié.

Des dels primers casos, es va veure que es tractava d’'una malaltia familiar i per

tant segurament genética. El recrutament es va fer doncs pensant en la

recollida de individus afectats i els seus familiars. En els darrers 12 anys hem

recollit 726 families. Tal com s’indica en la figura seglent, les families sén en la

seva majoria del mén occidental. (FIGURA 16)

FIGURA 16. Localitzacié geografica de les families recrutades.
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b- Resultats del cribatge genetic.

L’analisi genética va ser realitzada mitjangant la sequenciacioé del canal de sodi
cardiac SCN5A, responsable d’'un 20-25% de la sindrome de Brugada. L’analisi
continua en les families, i per a aquest treball se n’han analitzat 350, que
corresponen a un total de 2438 mostres recollides de DNA. S’han desccobert
66 mutacions a SCN5A en 73 families (21%), que es correspon amb 187
individus portadors de mutacions. (TAULA 5).

La majoria de mutacions (51) s6n missense, a on hi ha un canvi d’aminoacid
sense crear un codé d’aturament (codd d’stop). Per tant hi ha 15 mutacions en
18 families que creen un cod6 d’stop. Totes les mutacions, menys una,
explicada a continuacid, estan localitzades en els exons codificants de SCN5A.
Només una de les mutacions és de novo, o sigui que l'individu la té pero no I'ha

heretada dels seus pares bioldgics.

TAULA 5. Estat actual de I’analisi genética de les families.

Nombre total de families 726

Nombre total de families amb cribatge genétic acabat | 350 (48%)

Nombre total de families amb mutacié a SCN5A 73 (21%)
Nombre total de families amb mutacié stop 18 (25%)
Nombre total d’individus amb mutacié a SCN5A 187
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c- Localitzacié de les mutacions.
La localitzacié de les mutacions es mostra en la FIGURA 17. Es pot observar
que tant les mutacions stop com les missense, estan disperses per tot el gen,

sense cap zona de predil.leccié especial.

FIGURA 17. Localitzacié de les mutacions en el canal de sodi.

© Mutacié missense COO_

@ Mutacié Stop

d- Mutaci6 intronica.

Es va recrutar una familia europea composta de 38 membres després que un
dels seus membres fos diagnosticat amb la sindrome de Brugada (FIGURA 18).
Hi havia una historia de mort sobtada en 6 membres, que tenien des de 30 (V-
4) a 70 (1I-3) anys. Nou individus estaven fenotipicament afectats basat en
'ECG basal o després de I'administracié d’un bloquejant de classe | (FIGURA
19). 7 individus foren investigats amb estudi electrofisiologic, tres foren

induibles i varen rebre un desfibril-lador implantable.
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FIGURA 18. Familia 24-011 amb sindrome de Brugada.

g ¥ — o

Cercles i quadrats negres representen homes i dones clinicament afectats.
Individus amb una ratlla obliqua estan morts.

FIGURA 19. Electrocardiograma de l'individu IlI-3.
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Hi ha elevacié del segment ST a les precordials dretes d’acord
amb un diagnostic de sindrome de Brugada.




Analisi Genética.

L’analisi de la sequéncia del gen SCN5A va revelar una insercio de TGGG 5
bases després de la fi de I'ex6 27 (FIGURA 20). L’analisi a la familia va
confirmar que tots els individus amb un electrocardiograma positiu basalment o
després d’ajmalina tenien la mutacié. Aquesta variacié no va ser detectada en

300 cromosomes controls del mateix grup étnic.

FIGURA 20.

Resultats de sequenciacio, exé 27.

CCATCGTEGEE TGEGETAT M ARGT
v : 90

MCCATCG” GGG”’GGG [EGG TATAC
500

* (i

CCATCGTGGGTGCGGTHNN ATA
10 410 420

1) Al-lel Gnic normal.
2) Al-lel anic amb inserci6 de TGGG.

3) Sequéncia gendmica (doble al-lel).
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Analisi molecular.

Per a determinar si la mutacié provocava una alteracio en el patré de splicing
del mRNA de SCN5A, la millor opcié hauria estat realitzar I'analisi en RNA de
cor de malalt. Aquesta opcid no va ser considerada per raons étiques oObvies.
Per tant varem investigar si les linies celllulars de limfoblasts podien ser
utilitzades. Varem comparar el patré de splicing del mRNA en controls
comercials de cor i en pacients. Els experiments de transcripcié inversa (RT-
PCR) varen confirmar la preséncia de dues bandes en els individus afectats
(FIGURA 21). Aquests resultats foren confirmats en diferents preparacions de
RNA missatger. La clonacié i posterior sequenciacié de les bandes mostraren
que la mutacié causava una delecié de 96 bases al MRNA de I'ex6 27(FIGURA
22). Per tant, la proteina tenia 32 aminoacids menys que la proteina normal a
causa d’aquesta delecio (des de 1572 to 1604), corresponent a fragments dels
segments 2 i 3 del domini IV (FIGURA 23). Aquesta troballa suggereix que la

mutacio6 intronica crea un zona criptica de splicing a dins I'exé 27.

FIGURA 21. RT-PCR amb linies limfoblastiques d’un individu afectat.

Gel d’electroforesi que mostra dues bandes de 436 i 340 bases corresponen a la banda
normal i a la banda amb una delecié de 96 parells de bases de l'allel afectat. Linia 1:
cDNA de cor comercial (CLONTECH). Linia 2: individu afectat. Linia 3: individu control.
Linia 4: escala de DNA (INVITROGEN)
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FIGURA 22. Resultats de seqiienciacié d’ambdés al-lels d’un afectat.

ATCTTONCAG CECGE S0 TG TR T O IRAGU T HUC TOUUC PO TR T AUTRC T T CRITARC AL O 100 ARTATTT TOEMIT T U0 P0G T T A U0 TORaTig v
130 it 159 e 1FD 150 A F El @38 Ee

it

ACTOTOCTC
L]

;?"

Ex6 27 Exo6 28

ATCTTCACAQGCACTOTOCTC
130 v 140

La clonacio i posterior sequienciacié de les bandes va mostrar que la mutacio

causava una delecié de 96 bases al mRNA de I'exo 27.

FIGURA 23. Esquema del patré de splicing de la proteina mutada.

La mutacié causa I'activacié d’'una zona de splicing criptica que resulta
en la truncacié de 96 parells de bases de I'ex6 27 que correspon als fragments dels
segments 2 i 3 del Domini V.
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Analisi biofisica
L’'analisi electrofisiologica dels canals mutants va demostrar que aquests no

expressaven cap corrent, per tant I'efecte observat era una pérdua de corrent
degut a la pérdua d’'un al-lel funcional (FIGURA 24).

FIGURA 24. Corrent a cél.lules TSA201 transfectades amb el canal de sodi
cardiac normal (WT) i el mutat (DIVS2/S3del).

+30mV
ASmV

V,, -120 mV

[\ MH1a ©IVSidel) + hp1

Les corrents es varen investigar sequencialment de 5 mV a -70 i +30 mV en cél.lules
mantingudes a un potencial continu de -120 mV.
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OBJECTIU 2
CORRELACIONS FENOTIP-GENOTIP

Algunes companyies privades realitzen un cribatge de gens per malalties
monogéniques i per tant, per un import concret, es pot tenir un informe sobre la
preséncia o no de mutacions per una determinada malaltia. El fet de tenir una
mutacié implica un risc més elevat que el d’'una persona sense la mutacio. Aixo
ha generat polémica, ja que la interpretacié dels resultats genétics no és
senzilla i es demana que hi hagi centres amb metges especialitzats en aquest
camp. Es molt probable que els metges inexperts en genética optin per
tractaments més agressius quan s’ha descobert que el malalt és portador de la
mutacio i hagin optat per protegir-lo amb un desfibril-lador implantable. Aquesta
és una actitud forga discutible, si es t¢ en compte que la majoria de les
malalties monogéniques tenen una penetrancia (portadors amb fenotip clinic)
baixa o molt baixa. Es calcula que en la sindrome de QT llarg la penetrancia és
d’'un 40%. La malaltia aritmogénica que presenta la penetrancia més alta és
probablement la sindrome de QT curt, amb un 90%, perd segurament fins i tot
en aquest cas s’esta fent una sobreestimacio ja que la malaltia és molt nova i

es probable que, de moment, només s’identifiquin els casos més severs.

En aquest objectiu voliem fer una valoracié de les implicacions de ser portador
d’'una mutacié del canal de sodi, identificar si hi ha un risc tan elevat que
convindria prendre mesures preventives en els individus. També com que s’ha
descrit una mutacié a canal de sodi associada amb miocardiopatia dilatada ens
interessava saber si en el seguiment els portadors desenvolupen alteracions
estructurals cardiaques o si aquest és un fenotip complex associat a un

component genétic desconegut que predisposa a la cardiopatia.
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De les 350 families investigades hem trobat mutacions en el canal de sodi en
73, el que representa un 21%. Aquestes 73 families tenen 187 membres amb

mutacions, que formen el grup d’estudi.

a- Validesa de la prova d’ajmalina i dels parametres electrocardiografics
en la identificacié de portadors genétics.

La fluctuacié espontania de I'electrocardiograma, fins al punt de normalitzacio
temporal del ST, fa que la identificacié de I'individu amb risc de mort sobtada
sigui complicada. En la sindrome de Brugada es pot provocar l'aparicié del
patré electrocardiografic amb I'is intravends de bloquejants potents del canal
de sodi. Aquestes proves son basiques en el diagnostic diferencial de les
aritmies malignes en malalts amb un cor estructuralment normal. La sensibilitat
més baixa d’alguns dels bloquejants de sodi i la manca d’un gold standard en el
diagnostic de sindrome de Brugada continua essent un problema en la nostra
capacitat d’estratificar adequadament alguns dels individus. No esta clar que el
defecte genétic pugui ser considerat el gold standard en la malaltia, perd la
preséncia de la mutacioé juga un paper important en les decisions cliniques. En
una familia amb sindrome de Brugada, aquells que no soén portadors de la
mutacié familiar (excepte en aquelles situacions rares de doble mutacid) poden
ser considerats lliures de la malaltia. Igualment, aquells que sén portadors de
la mutacio en el canal idnic estan potencialment amb risc de patir la malaltia.

La prova genética en la sindrome de Brugada permet estudiar la validesa de les
proves diagnostiques, com l'ajmalina i els parametres electrocardiografics
basics, en la identificacié de portadors genétics en una familia.

Varem utilitzar quatre families grans (FIGURA 25) amb una mutacié coneguda
en el canal de sodi amb dos objectius: 1) contrastar els resultats de la prova

d’ajmalina amb les dades genétiques, que ens permetés determinar la
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sensibilitat i especificitat del test farmacologic 2) fer una valoracié d'altres

patrons electrocardiografics per a identificar portadors genétics.

FIGURA 25. Pedigris de les quatre families amb mutacions a SCN5A.

FAMILY 24-064

FAMILY 24-104 ‘_“ :z
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M GENOTYPE POSITIVE

1- GENOTYPE NOT AVAILABLE ECG POSITIVE

2- GENOTYPE POSITIVE ECG POSITIVE

3- GENOTYPE POSITIVE AJMALINE POSITIVE

4- GENOTYPE POSITIVE ATMALINE NEGATIVE

3- GENOTYPE POSITIVE ATMALINE NOT AVATLABLE
6- GENOTYPE NEGATIVE AIMALINE POSITIVE

7- GENOTYPE NEGATIVE ATMALTNE NEGATIVE

8 GENOTYPE NEGATIVE ATMALINE NOT AVATLABLE
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Les quatre families tenien un total de 147 membres. D’aquests, 116 eren
individus a risc de sindrome de Brugada, dels quals 8 havien mort i no en
teniem informacié. 24 individus tenien un electrocardiograma basal positiu. De
la resta dels individus 84, amb electrocardiograma basal normal, 71 (29 homes i
42 dones), varen rebre ajmalina. (1mg/kg durant 5 minuts) (TAULA 7).

Després de fer una investigacié del gen SCN5A mitjangant seqlenciacié directa
dels exons i zones exo6-intro, tal com es mostra en la taula seglent, varem
identificar que les 4 families tenien mutacions en el canal de sodi SCN5A. El
genotip era positiu en 61 dels 104 individus (27 homes, 34 dones) Els 20

malalts que tenien un electrocardiograma basal positiu tenien la mutacio.

TAULA 7. Dades genétiques i resposta a I’ajmalina en les 4 families.

Familia Familia Familia Familia Total

24-011 24-228 24-064 24-104
Individus a les families 38 40 50 19 147
Esposos/es 8 8 12 3 31
Individus amb risc 30 32 38 16 116
Sense informacio 4 2 2 0 8
clinica o genética.
Genotip N/A, ECG + 1 1 1 1 4
Genotip + 13 18 22 8 61
Genotip +, ECG + 3 9 6 2 20
Genotip +, AUJM + 8 6 10 4 28
Genotip +, AJM - 1 2 4 0 7
Genotip +, AJM N/A 1 1 2 2 6
Genotip - 12 11 13 7 43
Genotip -, AUIM + 0 2 0 0 2
Genotip -, AJM - 10 8 12 4 34
Genotip -, AUIM N/A 2 1 1 3 7
Mutacio IV27S+7insG | R367H R769C | T1620M

AJM: Prova ajmalina. ECG +: individu amb ECG positiu basalment.
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Prova d’ajmalina.

Dels 71 individus que varen rebre ['ajmalina, 30 varen desenvolupar
I'electrocardiograma tipic (prova d’ajmalina positiva) i 41 no (prova d’ajmalina
negativa) (FIGURA 26). 28 individus amb prova d’ajmalina positiva i 7 amb
negativa tenien la mutaci6. Per tant, dos individus amb la prova positiva no
tenien la mutacio i 7 amb la prova negativa tenien la mutacio. La penetrancia
del fenotip va augmentar de 32.7 a 78.6% amb I'Us de bloquejants de canal de
sodi. La sensibilitat, especificitat, valor predictiu positiu i negatiu de la prova

d’ajmalina va ser per tant de 80%, 94.4%, 93.3% and 82.9% respectivament.

FIGURA 26. Prova d’ajmalina.
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Parametres electrocardiografics.

Hi havia 5 pacients que tenien bloqueig de branca dreta (3 amb elevacio del
segment ST i 2 sense) i que eren portadors del defecte genetic. Cap del no
portadors tenia un bloqueig de branca dret complet. Els individus amb mutacio
tenien un PR més llarg que els individus sense mutacio. El bloqueig de primer
grau, definit com a PR > 200 ms. era més frequent en pacients amb la mutacié
(8/41 BC 2/43) (P = 0.05). Els intervals QT, Tp-Te i la preséncia de bloqueig

incomplet de branca dreta no eren estadisticament diferents entre portadors i

els no portadors. (TAULA 8).

TAULA 8. Parametres electrocardiografics.

ECG + Genotip + Genotip - P
Basal no elevacioé
ST

Total Total Total

(n=24) (n=41) (n=43)
PR (ms.) 206%32 204%13 164+12 P<0.001
bloc AV 1r grau 5/24 8/41 2/43 P<0.05
QRS (ms.) 105£10 10614 911£2 P=0.08
BBD 3/24 2/41 0/43 P=0.16
Rsr’ 7/24 6/41 13/43 P=0.09
QTc (ms.) 412122 413+14 406+£13 P=0.347
ST(V2) (mV) 0.21+£0.06 0.05+£0.007 0.05£0.004 | P=0.08
TpTe (ms.) 9243 8211 8111 P=0.30
Ajmalina N/A n=35 n=36
Positiva 28/35 2/36 P<0.001
Negativa 7135 34/36 P<0.001
No es va fer 6/41 7/43

BAV: Bloqueig auriculo-ventricular; BBD=bloqueig de branca dreta; Tp-
Te=intérval entre el pic i la fi de 'ona T. La comparacié estadistica (valor P)
va ser feta entre els grups Genotip (+) sense elevacié del segment ST i
Genotip (-).ECG + Basal: individu amb patrd electrocardiografic positiu de

base.
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b- Resultats de seguiment clinic en portadors de mutacions al canal de

sodi.

Les 73 families tenen 187 membres amb mutacions al canal de sodi. D’elles 18
(24%) tenen historia de mort sobtada en un 0 més membres de les families, 24
(33%) tenen historia de sincop i la resta (43%) sén families sense historia
cardiaca previa.

Hem volgut fer un seguiment dels individus amb mutacié sense simptomes
previs, o sigui trobada després de I'analisi del cas index de la familia. Per a fer
aquesta analisi es varen també excloure els casos index de portadors de la
mutacid, doncs aquests eren ja identiticats a partir de les dades cliniques. Aixo
ha estat fet, sobretot, per observar si el tenir una mutacié és un factor de risc
important per als membres de la familia.

95 individus sén doncs asimptomatics, portadors de la mutacié familiar, trobada
a partir de la investigacio familiar. Els portadors de les mutacions tenen una
mitjana d’edat de 31 anys. 18 individus, (20%) tenen un electrocardiograma
tipus | basal i 16 (18%) una prolongacio de I'interval QTc més gran que 460 ms.
L’estudi electrofisiologic va ser realitzat en 37 individus, essent negatiu en 26 i
positiu en 11. Es varen implantar 11 desfibril.ladors.

Seguiment clinic.

Hi ha hagut 4 esdeveniments al seguiment d’aquests individus. Tres d’ells
presentaven un electrocardiograma basal tipus | i varen ser estratificats amb
estudi electrofisiologic i varen rebre un desfibril.lador. Per tant han sobreviscut
laritmia. Un dels individus tenia un electrocardiograma amb un QT molt
allargat, fins a 570 ms. en alguns tracats. Malgrat que havia estat asimptomatic
tota la seva vida, se li va aconsellar un desfibril.lador, perd el va rebutjar. Va

morir sobtadament dos anys més tard.
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Cap dels individus té alteracié estructural cardiaca a I'analisi ecocardiografica o
de ressonancia, llevat d’'un individu, precisament la persona asimptomatica que
es va morir, que tenia una hipertrofia apical severa. Cap dels membres de la

seva familia tenia la malaltia hipertrofica. (FIGURA 27)

FIGURA 27. Electrocardiograma d’un pacient amb mutacié al canal de

sodi.

Individu asimptomatic amb ones T negatives a les derivacions laterals, d’acord amb ung
hipertrofia apical. Historia de QT prolongat, que havia arribat a 580 mseg. El pacient va
refusar tractament.

Va morir sobtadament dos anys després del diagnostic.
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d- Correlacio dels simptomes amb el tipus de mutacié.

En la sindrome de Brugada les mutacions en el canal de sodi poden causar
diferents alteracions biofisiques, des de la pérdua completa de funcid
provocada per una proteina truncada (causada per una delecid, insercié o la
creacio d’un cod6 d’aturament) o per una alteracié biofisica, fins a la pérdua
parcial. EI 25% de les mutacions al canal de sodi causen un insuficiéncia
d’haplotip en les nostres families, degut a la creacié d’'un codé d’stop. Aquest és
el cas per exemple de l'individu RB6026 que té la mutacié R179X. Fins i tot en
les families amb una pérdua absoluta de funcié hi ha una variabilitat molt
important, i fins i tot en una familia hi pot haver individus simptomatics, perd
també molts d’asimptomatics.

Hi ha hagut observacions limitades que han mostrat que hi ha una correlacio
directa entre el nivell de disfuncio del canal de sodi i la severitat del fenotip. Un
dels casos més clars és el de la modulacié de 'efecte per la temperatura. Quan
la temperatura d’incubacié s’augmenta en les cél.lules transfectades amb el
canal mutat, hi ha una pérdua més important de funcié. Aixd té també una
correlacio clinica, doncs hi ha hagut molts pacients que presenten aritmies
malignes durant els episodis febrils. Tal com es mostra en la FIGURA 28, la
temperatura augmenta el segment ST a les precordials dretes i millora amb la
disminucié de la temperatura. La correlacié entre 'augment del segment ST i
l'aparicié d’aritmies malignes s’ha observal també en els casos induits per
drogues, com els anestésics o en l'apricié d’aritmies quan es diagnostica la
sindrome durant la infusié d’ajmalina. En alguns d’aquests casos es pot
observar un augment de les aritmies a mesura que el segment ST es fa més

elevat.
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FIGURA 28. Efecte de la temperatura a nivell biofisic i també clinic.
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La mutacié E1660V causa una disminuci6 en la L’ECG durant la febre mostra
correntde sodi. Aquest efecte queda augmentat I’elevacio del segment ST.
quan latemperatura d’incubacié s’apropa a la Aquesta elevacio es normalitza
temperatura fisiologica. quan la temperatura baixa.

Com que la pérdua progressiva de funcié sembla estar associada a un fenotip
més sever varem investigar si els individus i les families amb una mutacié que
causa una pérdua total de funcié (proteina truncada) tenien un fenotip més
agressiu, amb meés aritmies i mort sobtada. Per a aquesta part del projecte,
varem dividir les mutacions en truncades (sense funcio) i missense. (TAULA 5).
No varem trobar cap diferéncia en el risc de mort sobtada o sincop d’acord a la
preséncia d’'una mutacio que crea un codé de stop comparat amb les mutacions
missense. (TAULA 9).
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TAULA 9. Resultats d’acord a mutacié i simptomes.

Mort
Sincop Asimptomatic P
Sobtada
Proteina truncada 9% 21% 68% NS
Mutacié missense 8% 22% 71% NS

Els individus que tenien un codd d’aturament si que presentaven una

alteracio en la conduccié més significativa que els individus amb una
mutacio missense (TAULA 10).

TAULA 10. Resultats d’acord a mutacié i parametres electrocardiografics.

Interval PR QRS
Proteina truncada 205 ms. 113 ms.
Mutacio missense 187 ms. 109 ms.
P 0.016 NS
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e- Solapament de fenotips causats per una mateixa mutacié a scnba.

Cas 1. Familia 24-588. El 1990, I'individu RB6899, una nena de 8 anys, va
sofrir una mort sobtada mentre era a I'escola. Tretze anys més tard la seva
mare, de 40 anys, va patir una mort sobtada d'origen cardiac. Els
electrocardiogrames de la mare mostraven un patré electrocardiografic de
sindrome de Brugada, a la nena no se li havia realitzat mai un
electrocardiograma (FIGURA 29). L’avaluacié clinica de la familia va revelar
una combinacié de sindrome de Brugada i de QT llarg (TAULA 11). L’avi, 72
anys, havia estat asimptomatic durant tota la seva vida i el seu
electrocardiograma va mostrar un QTc de fins a 580 mseg i ones T negatives a
les derivacions laterals que corresponien a una hipertrofia apical (FIGURA 27).
Malgrat el QT tan llarg, va rebutjar un desfibril-lador i va morir sobtadament dos
anys més tard. L’analisi genética de la familia va revelar una mutacié missense
(substitucié de G a A al nucledtid 1784), causant la substitucié de Glu per Lys
(E1784K). (FIGURA 29).
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FIGURA 29. Pedigri i electroforetograma de la familia 24-588.
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SCD indica mort sobtada cardiaca. L’electroforetograma mostra una ona
doble que correspon a I'amplificacié d’'una base diferent

per a cada un dels dos al-lels.
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Taula 11.
Anomalies electrocardiografiques en els membres de la familia 24-588

Pacient Edat | QT. BBD | ECG a precordials dretes Mutacid
No. anys | ms. Tipus 1l | Tipus2 | Tipus 3

1:1 73 569 Si No No No Si
I:2 70 450 No | No No No Si
11 45 444 No | No No No Si
1.2 44 483 No | No No No Si
1I:3 41 447 No | No No Si Si
14 40 508 Si Si Si No ?
15 31 383 No | No Si No No
V1 10 409 No No No No No
1Vv:2 7 395 No | No No No No
1V:3 4 407 No | No No No Si
V4 22 405 No No No No No
V5 14 402 No | No No No No
V.6 10 392 No No No No No
1Vv:8 13 335 No | No No No No
V9 1 391 No No No No ?
1V:10 1 408 No | No No No ?
1:3 70 426 No No No No ?
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Cas 2. Familia 24-328. El cas index és un individu de 36 anys que va fer una

aturada cardiaca amb documentacid de fibril-lacid ventricular i va mostrar

un

electrocardiograma tipic de sindrome de Brugada. L’analisi de la resta de la

familia va mostrar una combinacié de sindrome de Brugada i malaltia de la

conduccidé (TAULA 12). L’avi va desenvolupar un bloqueig auriculoventricular

complet, pel que va rebre un marcapas. Té un fill que pateix bradicardia

simptomatica amb bloqueig de branca dreta i hemibloqueig esquerre anterior.

Les analisis genétiques varen mostrar una insercié en el domini 1| de SCN5SA

(TGins851), causant una alteracié en el marc de lectura i creant un codé d’stop

amb truncacié prematura de la proteina (FIGURA 30).

FIGURA 30. Pedigrees i electroforetograma a la familia 24-328.
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Els individus identificats, mitjangant sequenciacio, com a portadors de la mutacio
estan assenyalats amb un cercle (dones) o quadrat (home) negre.

La fletxa indica cas index. SCD és mort sobtada.
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L’electroforetograma mostra una disrupcio de la lectura de la seqliéncia causada per la

insercid de dues bases en I'al-lel mutat. Aquest canvi en el marc de lectura genera un

codd d’aturament.

TAULA 12. Anomalies electrocardiografiques a la familia 24-328.

Pacient Edat | QT, BBD ECG a precordials dretes Mutacié
No. anys | ms. Tipus1l | Tipus?2 | Tipus 3

1:1 83 MP N/A N/A N/A N/A Si
1.1 56 430 No No No No No
12 61 418 Si No No No Si
116 54 404 No Si No No Si
V2 26 389 No No No No No
IV:6 36 472 Si Si No No Si
V7 21 406 No No No No No
1V:8 32 402 No No No No Si
V1 10 365 No No No Si No
V2 7 394 No No No No No
V:3 12 434 No No No No No
V:4 1 420 No No No No Si

MP. Marcapas, BBD bloqueig de branca dreta
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OBJECTIU 3
FACTORS EXTERNS | GENETICS ADDICIONALS PODEN
INFLUENCIAR EL FENOTIP.

Treballs nostres i d’altres investigadors han suggerit que la severitat del fenotip
pot estar relacionada amb el grau dalteracié de la corrent de sodi. La
modulacio de la corrent pot estar afectada per factors externs (com per exemple
la temperatura) %, per mutacions addicionals (individus amb mutacions

homozigdtiques i mutacions dobles tenen un fenotip més sever).?® 9%

i per
variacions genétiques normals a la poblacié.®® * ' Varis estudis han revelat
que les variacions normals poden modular significativament I'alteracié biofisica
en la corrent de sodi causada per un defecte genétic,?* % fins i tot quan la
mutacié i la variaci® estan presents en allels diferents.””’ Una d’aquestes
variacions (H558R) ha mostrat que millora els efectes in vitro de les mutacions

t.93

causals i que millora la corrent.”™ Una segona variacié (R1193Q), molt freqlient

en japonesos, ha estat associada amb la sindrome de Brugada i amb la
sindrome de QT llarg. % ° % Els mecanismes pels quals els polimorfismes
alteren la corrent no sén del tot coneguts. Les dades indiquen que és possible

que hi hagi una modulacié biofisica de la corrent,*

t89

un efecte genétic

independent™, modulacions en el transit de la proteina o en els seus nivells

d’expressi¢® %2

. Dades preliminars en families petites han suggerit que
aquestes variacions poden modular el fenotip, perd com que es parla només de
dos o tres malalts, els resultats no sén concloents.

L’expressi6é del fenotip i la penetrancia de la malaltia no sén del tot clares, i
sembla que estan afectades per diferéncies de génere, edat i altres factors que
poden alterar el balang idnic en la fase 0 i 1 del potencial d’accié. Semblant als

estudis en QT llarg, és possible que la preséncia de factors genétics addicionals

91



pugui afectar el fenotip final. Amb aquest objectiu, per tant, varem investigar
possibles factors genétics i ambientals que podrien influenciar en la severitat de

la malaltia.

FACTORS GENETICS

a- Mutacions dobles.

Varem identificar una familia en la qual es segregaven dues mutacions, P336L i
11660V, en el canal SCN5A en un cas index asimptomatic de sindrome de
Brugada. Nomes el cas index, amb ambdues mutacions, mostrava un patro
electrocardiografic de tipus 1 amb un bloqueig AV de primer grau amb un PR
molt allargat 280 ms. Una de les filles (11I-2), que va heretar la mutacié P336L,
mostrava un bloqueig AV de primer grau, perd menys sever que el del seu pare
(210 ms). La filla 1ll-1, que va heretar 11660V (lll-1), mostrava un
electrocardiograma relativament normal (PR 160 ms). L'intérval QT eren
normals en tots els individus. (FIGURA 31).
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FIGURA 31.

Pedigree de la familia (A) i electrocardiogrames dels membres (B).
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L’analisi genética va revelar que cada avi tenia una mutaci6 diferent que varen
passar al fill. L’avi (I-1) tenia la substitucio de isoleucina per valina a la posicio
1660 (11660V), mentre que l'avia (I-2) tenia la substitucié de prolina a la posicio
336 per leucina (P336L). El cas index (lI-1) va heretar ambdues mutacions,
per tant una en cada al-lel. Tal com es veu a I'electrocardiograma, tenia

una elevacio del segment ST. Les seves filles varen heretar una mutacié cada
una. Ni els avis ni les netes tenien un electrocardiograma de sindrome de
Brugada, nomeés el portador de la doble mutacio.

Donada la preséncia de les mutacions en al-lels diferents, per a determinar la
contribucié de cada mutacié en el fenotip, varem expressar cada una de les
mutacions en cel-lules TSA201 i varem realitzar estudis biofisics. L’analisi
biofisica de la mutacié 11660V va mostrar que els canals mutants no generaven

corrent. Com que hi ha hagut publicacions de recuperacié de corrent en
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temperatures d’incubacié més baixes, varem incubar les cél-lules transfectades
amb la mutacié a 32°C graus i aquestes mostraven corrents normals (FIGURA

32). Per tant 11660V era una mutacié que tenia una funcié depenent de la
temperatura.

FIGURA 32. Registre de corrent pel canal mutat 11660V i el control.
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Els registres de corrent varen ser obtinguts a potencials entre -100 i 0 mV en
increments de 5 mV des d’un potencial de -120 mV. La incubacio de les cél.lules a
temperatura ambient (RT) durant 48 hores va poder recuperar la corrent de la proteina
mutada perd no va tenir efecte en les corrents control (Panell B). Panell C: relaci6
corrent voltatge pel control (n=6), 11660V (n=6) i canals 11660V incubats a temperatura
ambient (RT) (n=5) mostrant una recuperacio de la corrent. Panell D: Grafica de barres

mostrant la magnitud del pic de corrent de Na* per control (WT), 11660 i canals WT i
11660V incubats a temperatura ambient (RT).
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Aquests resultats suggerien que la mutacié 11660V provocava una pérdua de
corrent causada per un defecte en el transit a la membrana. Per confirmar
aquesta hipotesi, varem marcar els canals mutants amb la proteina green
fluorescent protein (GFP) i varem localitzar les proteines amb microscopia
confocal. Mentre que els canals normals tenien un transit normal, els mutants
11660V tenien una localitzacié en els organuls intracel-lulars. suggerint que els
canals romanien atrapats a dins les céllules, probablement en el reticle
endoplasmatic. Després d'una incubacié a temperatures baixes (22)
cél-lules transfectades amb la mutacié 11660V, mostraven un transit normal
dels canals mutants (FIGURA 33).

FIGURA 33. Localitzacio dels canals de Na+ en les cél.lules TSA210.

11B60V 11660V - 48 hrs RT

)
e

GFP Transmission Transmission

Panell A. Els canals normals sén conjugats i transiten cap a la membrana. Hi ha per
tant coloraci6 al centre i a la periféria. Panell B. Els canals 1660V es localitzen a la
zona peri-nuclear de la cél-lula, suggerint que els canals mutats es queden atrapats a
l'interior. Panell C. Aquests canals atrapats poden ser recuperats amb incubacié a
temperatura ambient (RT)
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L’amplitud de la corrent maxima de P336L estava reduida en un 69% i suggeria
que la reduccidé en la corrent era sobretot causada per una reduccid en
'expressio dels canals o canvis en la seva conductivitat. El canvi en

temperatura no va afectar la mutacié P336L (FIGURA 34).

FIGURA 34. Registre de corrent pel canal mutat P336L i el control
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Relacié corrent voltatge pels canals control (n=11) i P336L (n=15) mostrant una
reduccié de corrent per P336L.
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b- Variacions normals com a modificadors genétics del fenotip.

Es desconeix encara en profunditat el paper que tenen les variacions normals a
SCN5A en la seva funcié. Una variacié, S1103Y, ha estat associada amb un
augment en el risc daritmies en la poblacié afro-americana'® i amb un
augment de mort sobtada en el nadd."® Aquestes publicacions varen consolidar
el concepte que les variacions normals en el genoma poden també predisposar
a mort sobtada. Una altra variacié, H558R, esta present en el 20% de la
poblacié caucasica.'® Estudis in vitro han mostrat que aquesta variacié pot
modular els efectes de les mutacions en el canal de sodi, millorant la corrent,
fins i tot si la mutacié i la variacié estan localitzades en al-lels diferents. Com
que la preséncia d’arginina (R) millora la funcié del canal, varem especular que
aixd s’acompanyaria d’una millora en els parametres de conduccié i en la
simptomatologia. Resumint, varem fer una investigacio de la rellevancia clinica
de la variant H558R en els pacients amb sindrome de Brugada amb mutacio6 a
SCN5A.

Per a aquesta analisi varem utilitzar estudis d’associacié entre el polimorfisme
funcional (H558R) amb els parametres electrocardiografics i els simptomes.
Varem analitzar I'electrocardiograma dels casos index consecutius amb una
mutacié confirmada en el canal de sodi i varem excloure de l'analisi els
membres de les families per a evitar que els nostres resultats fossin sesgats
per altres factors genétics.

L’edat mitjana de diagnodstic era de 39 + 15 anys i el 62% eren homes. Els
individus amb sincop, mort sobtada o taquicardia ventricular sostinguda o
fibril-lacié ventricular varen ser considerats simptomatics. Vint-i-quatre individus
(30%) tenien simptomes relacionats amb la sindrome de Brugada. La preséncia
de l'al-lel G era de 29%.
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Els individus amb el genotip AA tenien més simptomes comparat amb els
individus portadors de AG i GG (52% v. 27%, p= 0.043). Dels parametres
electrocardiografics, la duracid de lintérval QRS en la derivaciéo Il era
significativament més llarga en el genotip AA que en AG o GG (A: 118 + 25ms
AG/GG: 105 + 25ms, p= 0.025). També el signe aVR i 'amplitud de 'ona R’ era
més gran (aVR signe: AA: 0.77 + 0.64 AG/GG: 0.47 + 0.53, p= 0.034; R": AA:
2.6 £ 1.2mV AG/GG:1.7 £ 1.3mV, p= 0.007) en el genotip AA com era també
'amplitud de l'elevacié del punt J (AA: 0.48 £ 0.24mV AG/GG: 0.35 £ 0.19mV,
p=0.018) i la ratio QRS/QTc ratio a la derivacio Il (AA: 0.28 + 0.06 AG/GG: 0.25
+ 0.05, p= 0.004) (TAULA 13).

TAULA 13.

Parametres electrocardiografics i simptomes comparant els genotips.

N=73 AA (HH) AG (HR) or GG (RR) p
Simptomes 52% 27% 0.043
PRI 202 + 50ms 190 + 29ms 0.201
PRV, 198 + 49ms 184 + 30ms 0.164
QRS I 118 + 25ms 105 £ 25ms 0.025
QRS V; 120 £ 28ms 111 £ 22ms 0.114
QTc I 417 £ 38ms 426 + 46ms 0.342
QTc V;, 432 £ 41ms 435 £ 54ms 0.758
“signe aVR” 0.77 £ 0.64 0.47 £ 0.53 0.034
amplitud R’ 26+1.2mV 1.7 £1.3mV 0.007
puntJ Vi3 0.48 £ 0.24mV 0.35+0.19mV 0.018




FACTORS EXTERNS.

Semblant al que succeeix en la sindrome de QT llarg, la sindrome de Brugada
té formes congénites i adquirides (o induides); aquestes darreres han estat

identificades fa pocs anys. A més dels bloquejants de canal de sodi i la febre,
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agents vagotonics,®” agonistes a,'® B bloquejants,'® antidepressius triciclics, '

60, 107, 108 i anestésics'® han mostrat que poden

195 antihistaminics,'® cocaina
desencadenar un patré electrocardiografic de sindrome de Brugada o
empitjorar I'elevacié del segment ST en els pacients amb la sindrome.’® Alguns
d’aquests pacients han sofert també aritmies malignes, suggerint que, o bé
aquests malalts tenen una mutacio genetica que els predisposa a la sindrome,
o l'electrocardiograma és un indicador d’inestabilitat eléctrica i un risc d’aritmia
tant en les formes familiars com en les no familiars. La identificacié de forca
casos de sindrome de Brugada induida ens ha permés fer un seguiment clinic
d’aquests malalts, determinar quins sén els factors externs més importants en

la malignitat i si hi ha factors genétics que predisposen als casos induits.

Per a la investigacié dels factors externs predisposants a la sindrome, varem
recollir 40 casos. En 13 d’aquests pacients I'electrocardiograma va aparéixer
durant un episodi febril, en 22 durant 'administracié d’'un medicament o droga
(cocaina, anestésics, antiaritmics, antidepressius) i en 5 per una alteracio
electrolitica. No varem poder aconseguir mostres d’ADN de tots els casos i per
tant es va fer analisi genética en 19 individus, dels quals tres tenien una

mutacio en el canal de sodi i que es descriuen seguidament.

a- Fenotip identificat després de I’administracié de Bupivacaina.
La Bupivacaina es un anestésic potent, recomanat per a la infiltracio

subcutania, i 'anestesia radicular i epidural. Bloqueja la formacié i conduccié
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d'impulsos nerviosos mitjangcant la inhibici6 de la corrent de sodi en les
membranes nervioses. El resultat és un enlentiment de la propagacié de
limpuls i un enlentiment en l'activacié i formacié del potencial d’accié a la
membrana nerviosa. Quan s’administra adequadament la bupivacaina té pocs
efectes secundaris, perd pot produir aritmies ventriculars i depressié cardiaca
quan s’administra a nivells toxics.'"°

Un home de 56 anys va ser sotmés a una intervencié quirargica d’un pulmé.
L’electrocardiograma abans de l'operacié mostrava un ritme sinusal amb una
freqléncia de 90 ppm amb canvis no especifics de I'ona T i dilatacié auricular.
Les analitiques eren normals. Abans de la inducci6é anestésica, es va col.locar
un cateter peridural i es va comencgar una infusié de bupivacaina 0.25%. En el
postoperatori mostrava un patré de bloqueig de branca dreta, elevacié de
segment ST en les precordials dretes, tipic de sindrome de Brugada. A mesura
que passaven les hores I'elevacio del segment ST es va fer més evident, aixi
com la presencia d aritmies ventriculars, que varen desencadenar una tormenta
eléctrica. Cinc dies més tard, el catéter peridural va ser retirat per obstruccio i,
sorprenentment, les aritmies van cedir.

Quatre dies més tard es va realitzar una nova operacié quirdrgica que va
necessitar de nou I'administracié de bupivacaina, aquesta vegada a la meitat de
concentracié que l'anterior. Va sortir de nou el patré electrocardiografic
(FIGURA 35).
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FIGURA 35.
ECGs en el pacient que va rebre bupivacaina.
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L’analisi geneética va revelar una nova mutacié missense (G1743E) en la
subunitat o del canal de sodi SCN5A. Aquesta mutacio esta localitzada entre
els segments 5 i 6 del domini IV, en una zona altament conservada. No hi havia
cap altra variacio en els exons codificants de SCN5SA. Com a part del seguiment
rutinari en un pacient amb sindrome de Brugada, la familia va ser investigada.
Només un dels germans va estar d’acord a participar. EI germa tenia un
electrocardiograma basal positiu, i tenia també la mateixa mutacio, confirmant
per tant que es tractava d’'una malaltia familiar. Aquest era el primer cas de
sindrome de Brugada induit i genéticament determinat i que havia estat
desemmascarat amb I'is d’'un anestésic bloquejant dels canals de sodi.
(FIGURA 36)
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FIGURA 36.Electroforetograma del pacient index.

Analisi de seqiiéncia en el pacient, mostrant una mutacié missense
(G1743E) en la subunitat o del canal de sodi.

FIGURA 37. La mutacioé G1743E redueix I’expressié de Nay1.5.
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A: Registre de corrent representativa dels canals normal i dels mutats G1743E fets a
partir d'una série de potencials de -60 mV to +20mV en increments de 5 mV
increments des d’'un potencial de membrana de -100 mV. B: relaci6é de voltatge amb

pic de corrent en controls i cél.lules mutades.
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b- Fenotip identificat després de I’administracio de lidocaina.

Un home de 45 anys sense historia prévia de malaltia cardiaca es va
presentar a urgéncies després d'una crisi convulsiva. El seu
electrocardiograma inicial no presentava alteracions
electrocardiografiques tipiques de sindrome de Brugada, pero durant la
seva estada es va tornar agressiu i va patir una taquicardia monomorfica
amb QRS ample. Es va administrar lidocaina (bolus de 70mg seguit per
una infusié de 1 mg/min i es va desenvolupar un patro electrocardiografic
de sindrome de Brugada. Els marcadors cardiacs varen ser negatius i
sense evidencia d’'infart de miocardi. (FIGURA 38).

FIGURA 38.

Electrocardiograma després de I’administracié de lidocaina.
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Analisi Genética.
La seqlienciacio genética va revelar una doble mutacié al canal de sodi SCN5A,
mutacions V232I i L1308F. (FIGURA 39).

FIGURA 39. Seqiienciacié genética amb doble mutacié a SCN5A.

TGAAAACTATATCANTCATTTCAGGTG
160 170 180

i V232l
ACGCTGCGTGCANTCCGTCCTCTGAGA
130 140

i | L1 SOSF

La primera mutacié era un canvi de nucleodtid (g>a) al codd 232 en I'exd 6 de SCN5A
que resultava en la substitucid de valina per isoleucina a la posicid 233 (V232l),
localitzada al segment trans-membranal S4 del domini Il de la proteina. La segona
mutacié missense era una substitucio (c>t) al codd 1308 en I'exd 22, resultant en la
substitucié de leucina per fenilalanina (L1308F). Aquest aminoacid esta localitzat al
segment trans-membrana de S4 d dlomini Ill. Les mutacions eren absents en 400

controls.
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Analisi biofisica.

Les analisis biofisiques varen mostrar que les mutacions V232l i L1308F no
produien cap canvi significatiu en la relacié corrent-voltatge, que coincidia amb
el fet que el malalt presentava un electrocardiograma normal en condicions
basals. La preséncia de lidocaina perd causava una marcada reduccio en la

corrent de sodi en els canals mutats respecte els normals. (FIGURA 40).

FIGURA 40. Efecte de la lidocaina en la relacié corrent-voltatge.
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Efecte de la lidocaina en abséncia (A) i preséncia (B) de lidocaina.
La lidocaina bloqueja els canals amb més poténcia.
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c- Fenotip identificat després de I’administracié d’amiodarona.

Un pacient de 30 anys es va presentar a urgéencies amb historia de crisis
convulsives repetitives i daturades respiratories mentre  dormia.
L’electrocardiograma mostrava fibril-lacié auricular amb una resposta ventricular
de 70 bpm. Va rebre una infusid6 d’amiodarona durant la qual el malalt va
desenvolupar una fibril-lacié ventricular que va ser cardiovertida a ritme sinusal
amb un xoc de 300 Joules. L’electrocardiograma va revelar una elevacio del
segment ST a les derivacions inferiors i una elevacié saddle back a V2
(FIGURA 41). No tenia factors de risc cardiovasculars significatius, i no tenia
historia familiar de mort sobtada. La coronariografia va ser normal i la prova de
flecainida va mostrar una elevacié diagnostica en les precordials dretes i en les
derivacions inferiors (FIGURA 42). Durant I'estudi electrofisiologic l'individu va
ser induible, pel que se li va implantar un desfibril-lador. L’individu ha tingut

quatre xocs apropiats en els darrers 3 anys.
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FIGURA 41. Electrocardiograma a I’admissio6 (a) i després de retornar a
ritme sinusal (b).

Em ambdds electrocardiogrames hi ha una elevacio del segment ST
a les derivacions inferiors.

FIGURA 42. Electrocardiograma abans i després de la infusié de

flecainida.

Les alteracions en les derivacions inferiors s6n menys marcades, pero
encara presents. Després de la infusié de flecainida hi ha un bloc
intraventricular i elevacio difusa del segment ST
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Analisi Genética

L’analisi genética va mostrar una mutacié nonsense (R179X) a I'ex6é 5 de la
subunitat alpha del canal de sodi SCN5A. Aquesta mutacié no estavapresent en
300 controls. Degut al truncament prematur de la proteina, I'efecte biofisic era

probablement el de pérdua de funcié, per tant insuficiéncia d’haplotip.
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DISCUSSIO
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La sindrome de Brugada és una malaltia que causa mort sobtada sobretot a la
gent jove. La malaltia es hereditaria, autosdmica dominant, hi ha un risc de
transmissido de pares a fills i per tant porta implicacions molt importants,
especialment també de caire psicologic, per als membres de la familia.*> S’ha
vist que un subgrup de pacients amb la sindrome, al voltant del 20%, tenen
mutacions en la subunitat alfa del canal de sodi cardiac SCN5A.? “° Les
analisis biofisiques de les mutacions han mostrat que aquestes provoquen una
pérdua de corrent majoritariament per una pérdua de funcié o una inactivacio
més rapida. El tractament dels pacients simptomatics no genera cap dubte,
requereixen la implantacié d’'un desfibril-lador. Hi ha perd molta controvérsia en
el grup d’asimptomatics. Hi ha investigadors que aconsellen el seguiment i
d’'altres que suggereixen [estratificacid del risc mitjangant [I'estudi

electrofisiologic.®”

Des que hi ha la possibilitat de fer un test genétic a la malaltia s’ha generat un
nou grup dindividus, el dels portadors genétics asimptomatics, que ha
esdevingut el més complex de tractar. En aquest grup hi sol haver gent jove,
normalment els fills i germans d’'un afectat. La identificacié6 d’'una mutacio
comporta discussions i decisions dificils per als metges i per a la familia. "’

La preséncia d’'una mutacié associada a una malaltia indica que aquests
individus tenen un risc de patir-la. Perd en la sindrome de Brugada, amb una
penetrancia del 32%, hi ha molt dubtes de si els portadors asimptomatics
requereixen tractament agut o s’ha d’esperar a que desenvolupin simptomes.
Molts metges, davant la incertesa de les proves cliniques (i la certesa de la
prova genética), han optat per protegir els portadors asimptomatics amb un
desfibril-lador. Aquesta ha estat una decisi6 al.leatoria, sense cap fonament

cientific, ja que no hi ha hagut estudis que recolzin aquesta actitut. Cal tenir en
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compte que molts dels afectats son nens i la implantacié d’'un desfibril-lador els
comporta cirurgies cada 4-5 anys amb risc d’infeccions i xocs inapropiats.

Hi ha un altre subgrup que també és problematic, els individus que
desenvolupen el patré electrocardiografic durant un problema agut com la febre
o0 durant la ingesta d’'un medicament o droga. Encara hi ha dubtes de si la
preséncia del patré és un indicador de malaltia genética o de risc de mort

sobtada.

En aquest treball hem volgut contestar algunes d’aquestes preguntes i hem
recollit centenars de pacients i malalts. L’objectiu era sobretot descriure la base
genetica de les families, investigar les implicacions de ser portador d'una
mutacié al canal de sodi i intentar comprendre el paper que juguen factors
genetics addicionals i factors externs en el fenotip de la malaltia i en el risc de

patir mort sobtada.

1- Localitzacié geografica de les families.

La majoria dels malalts han estat localitzats a la societat occidental, malgrat que
la malaltia sembla ser més endémica al Sud-est asiatic. Hi ha diferents raons
per aquest fet, des de raons econdmiques d’extraure sang i transportar-la, fins a
raons legals, ja que hi ha paisos que no permeten que surti sang del seu
territori. Aquest darrer fet ens ha impedit per exemple I'estudi de poblacions
xineses. Tanmateix, la preséncia cada vegada més nombrosa d’individus en la
poblacié occidental ens ha permés acumular suficients casos i també ens

permet de tenir una poblacié etnicament mes homogénia.
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2- Tipus de mutacio i simptomes.

Hem identificat 73 mutacions en el canal de sodi en 350 families consecutives.
Hem volgut fer una correlacié entre el tipus de mutacio i la simptomatologia a

diferents nivells, i hem mostrat les dades seglients:

a) Localitzacié de la mutacié en la proteina.

L’estudi de les mutacions ens suggereix que no hi ha cap predominanca de
mutacions en uns segments de la proteina, sind que les mutacions estan tant a
segments inter-membrana com a intra i extra-citoplasmatics. Igualment, a
diferéncia del que s’ha vist en la sindrome de QT llarg, a on la localitzacié de
les mutacions en el gen sembla estar associada a un risc més elevat de mort
sobtada, en la sindrome de Brugada no hem observat cap correlacié entre la
severitat de la malaltia i la localitzacié de la mutacio.

b) Efecte biofisic.

Haviem proposat la hipotesi que els individus amb un truncament complet de la
proteina, o una pérdua total de funcio, tindrien més simptomes i mort sobtada.
Aixd venia recolzat pel fet que la pérdua progressiva de funcié en mutacions
sensitives a la temperatura esta associat a augment del segment ST i a més
aparicié d’aritmies malignes. En el nostre cas hem trobat que el 20% de les
mutacions creen un codd6 d’stop, perd la nostra hipotesi s’ha complert només
parcialment. Els malalts amb una mutacié de truncament tenen un PR més llarg
i per tant més alteracio en la conduccio, perd aquest fenotip més sever no es
tradueix en més simptomes. Les raons per la manca defecte en la
simptomatologia poden ser multifactorials: 1) que una pérdua de funcié parcial
sigui tan maligna com una pérdua total; 2) que una alteracio parcial sigui més
aritmogénica pel fet que pugui ser més modulada per factors externs,

autonomics o drogues que una pérdua total; 3) que la pérdua total de funcié des
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del naixement comporti una compensacié de la funcié de I'al'lel no mutat.
Aquestes serien explicacions bioldgiques, perd tampoc cal oblidar que hi ha una
altra possibilitat, que és una limitacid del nostre treball. La majoria de les
mutacions missense no han estat estudiades biofisicament i per tant és
possible que algunes d’elles comportin també una pérdua total de la funci6 del
canal i que dilueixin els resultats. Com a resum per tant, en la sindrome de
Brugada, la localitzacié o el tipus de mutacions no sembla que tinguin cap valor

predictiu per I'estratificacié de risc.

¢) Mutacions introniques.

La majoria de les mutacions que causen la sindrome de Brugada estan
localitzades als exons. Només una ha estat préviament descrita a la zona de
splicing de l'intré 7, perd no hi ha hagut mai estudis funcionals per a determinar
si afecta la formacié de la proteina.?® En aquest treball descrivim la primera
familia amb una mutacio intronica estudiada funcionalment. Hem identificat una
familia en la qual l'analisi de lligam i per haplotips ens indicava que estava
associada a SCN5SA, perd sense mutacié als exons. Després de trobar la
mutacié intronica hem comprovat que la disfuncié del canal ve causada per
l'activacié d'un lloc de splicing diferent, forcat per una mutacié en la zona de
reconeixement de I'splicing.

El splicing correcte del pre-mRNA és un pas critic en I'expressié genética en
eucariotes i depén del reconeixement de les zones 5’ i 3’ de splicing als limits
intro-exd. Hi ha una estimacié que el 15% de les malalties hereditaries son
causades per errors en el splicing degut a mutacions en les zones de splicing o

en seqiiéncies de control de splicing''.

L’splicing adequat en els limits exo-
intré és imprescindible per al desenvolupament adequat del mMRNA. La zona de
splicing és reconeguda pels aparells de splicing basant-se en la preséncia

d’'una sequéncia de consens que esta formada per nou nucleodtids parcialment
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conservats al limit exé-intr6. ' L’alteracié de la zona de splicing auténtica per
una mutacié pot activar zones de splicing criptiques que poden causar una
truncacié del mRNA. La zona criptica sera seleccionada d’acord a la seva
similitud amb una seqiéncia de consens. Les analisis estadistiques han indicat
que la puntuacié més alta en la sequiiéncia de consens esta present en la zona
de splicing autentica, perd que el valor pot ser disminuit, per sota el de la zona
criptica, per una mutacidé, com en aquest cas. Aquest factor determinara que la
zona escollida per splicing sigui la criptica. "'

Hi pot haver patrons de splicing diferents causant per una mutacié en una zona
donadora: oblidar un exo, retencié d'un intrd, o Us d'una zona de splicing
alternativa. '"*. Malgrat que la majoria d’aquests splicings alternatius no sén
caracteritzats a nivell de mRNA, alguns estudis han mostrat que només el 42%
de les zones de splicing conserven el marc de lectura genética. Les mutacions
que causen una alteracié en el marc de lectura normalment causen una
degradacié del mRNA abans que aquest sigui traduit. '"* L'efecte de les
delecions que mantenen el marc és dificil de predir. En el cas exposat, i pel fet
de tractar-se d’'un canal ionic, hem pogut fer analisis funcionals de corrents i
hem demostrat que, malgrat mantenir el marc de lectura, es perden porcions de
dos segments i es crea un canal no funcional, que descriu un nou mecanisme

molecular per la disrupcio del canal de sodi en la sindrome de Brugada.

Implicacions de les mutacions introniques:

Hi ha moltes malalties causades per mutacions introniques. Es interessant que
aquestes mutacions poden afectar I'splicing, fins i tot si estan col-locades a
centenars de bases de la zona de splicing.""*""® Aquest és un fet important,
doncs és possible que hi hagi més mutacions introniques en la sindrome de
Brugada perd que no han estat identificades per un problema economic i de

tecnologia; I'analisi d’introns és poc assequible degut a la grandaria del gen que
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codifica SCN5A. Tanmateix, el fet que les mutacions introniques puguin ser
responsables de la sindrome de Brugada implica que les mutacions a SCN5A

puguin representar més del 20% actualment descrit.

3- Correlacio fenotip-genotip.

Per a la realitzacié d’estudis de correlacié de genotip-fenotip es requereix un
nombre important d’individus genotipats. La sindrome de Brugada esta causada
per defectes al canal de sodi només en un 20%, per tant s’han hagut de recollir
i analitzar centenars de families per a tenir dades suficients per a I'analisi. Hem
considerat important I'estudi de dues cohorts de portadors diferents, la dels
casos index, per a fer estudis d’associacié; i la de tota la poblacié amb
mutacions al canal de sodi, que ens ha permés d’investigar la validesa de les
proves cliniques, com el test d’'ajmalina o els parametres electrocardiografics,
utilitzant sempre la prova genética com a gold standard. No és clar encara que
sigui la prova genética el test per predir la validesa de les altres proves, perd
hem pensat que és el més encertat tal com s’interpreten els resultats genétics

en la sindrome en I'actualitat.

Valor de ’ajmalina en el diagnostic.

La penetrancia en les malalties hereditaries cardiaques sense patologia
estructural és baixa. En la sindrome de QT llarg es calcula que hi ha una
penetrancia del voltant del 40%. La sindrome de QT curt és de moment la
malaltia amb la penetrancia més alta, al voltant del 90%, perd estem encara en
les fases inicials de descripcié de la malaltia i és possible que només estem
diagnosticant individus i families amb casos clars de la malaltia. En la sindrome
de Brugada I'electrocardiograma canvia constantment, i es calcula que, en un

40% dels individus, es pot fins i tot normalitzar. Varem fer una analisi profunda

116



de la validesa de I'ajmalina, utilitzant com a gold standard la prova genética.
Ens interessava saber, en una malaltia monogénica, si hi havia cap prova
clinica adequada per a identificar els individus a risc. La possibilitat de tenir una
prova clinica que es correlacionés amb el resultat genétic era per tant
interessant des d’'un punt de vista diagnostic.

A 'any 2000 varem mostrar que I'aparicié de I'elevacio del segment ST en les
precordials dretes durant la infusié d’ajmalina estava molt ben correlacionada
amb la preséncia d’'una mutacié al canal de sodi SCN5A. La validesa d’aquest
test no ha deixat mai de provocar controvérsia. Altres investigadors varen
dubtar dels resultats indicant que els bloquejants de canal de sodi no eren tan
bons com indicavem. Amb les dades presentades en aquest treball ratifiquem
les nostres observacions anteriors. La sensibilitat i especificitat de I'ajmalina en
portadors de mutacions a SCN5A és de 80% i 94% respectivament. L’ajmalina
augmentava la penetrancia d’'un 32 a un 78%, confirmant la seva validesa per a

la identificacid d’individus a risc.

Parametres electrocardiografics.

La sindrome de Brugada te un patrd electrocardiografic molt caracteristic,
I'elevacié del segment ST a les precordials dretes tipus convexa. Pero hi poden
haver també elevacions més dubtoses del segment ST. Aquests altres patrons
(tipus Il'i 1ll) estan presents en molts dels individus, sense ser diagnostics de la
malaltia. Igualment, com que la malaltia va ser originariament descrita com a
sindrome de bloqueig de branca dreta, elevacid persistent del segment ST i
mort sobtada, la preséncia de bloqueig complet i incomplet en un familiar, s’ha
cregut que suggeria que aquest era portador genétic.

En les 4 families més grans varem fer una valoracié de la preséncia
d’alteracions electrocardiografiques, comparant els portadors de la mutacié amb

els no portadors. Hem mostrat que en una familia amb la sindrome de Brugada,
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I'electrocardiograma basal té una validesa limitada si no hi ha elevacié del
segment ST. Només es pot fer el diagnostic quan hi ha I'elevacié convexa del
ST. En les families estudiades, 32% dels portadors de la mutacié a SCN5A
tenien el patré basalment. També hem confirmat que es pot sospitar que una
persona és portadora si té una prolongacio de l'interval PR o una elevaci6 en
cadira de muntar o tipus Il, que estava present en el 19% dels portadors. Perd
aquestes alteracions poden estar presents en la poblacié general i poden
confondre el diagnodstic. Es aquests casos s’aconsella la realitzacié d’altres
proves per confirmar el diagnostic. Finalment, mentre que el bloqueig de branca
dreta complet només estava present en portadors de la mutacié, el bloqueig
incomplet o alteracions intraventriculars de la conduccié sén molt freqients en
la poblacié normal indicant que no poden ser utilitzats per a identificar possibles

portadors.

Expressivitat de la canalopatia.

Les mutacions en el canal de sodi SCN5A no només causen la sindrome de
Brugada siné també de la malaltia de conduccioé familiar i de la sindrome de QT
llarg tipus Ill. Es molt frequlient veure en una mateixa familia la preséncia de les
tres malalties. Les decisions terapéutiques en aquests casos sén complexes ja
gue una mateixa terapia pot protegir uns i perjudicar els altres. Per exemple en
aquells membres que tenen prolongacié de linterval QT, aquest pot ser millorat
amb mexil.letina o flecainida, perd I'is de bloquejant de sodi esta contraindicat
en families amb mutacions causants de sindrome de Brugada ja que poden
desencadenar aritmies. Igualment, la quinidina pot ser recomanada en la
sindrome de Brugada, pero els efectes de prolongacié de l'interval QT podrien
ser contraproduents en les families amb sindrome de QT llarg. Finalment la
malaltia de la conduccié podria beneficiar-se de la implantacié d’'un marcapas

sense desfibril-lador, perd hi ha un risc elevat que algun d’aquests malalts
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puguin tenir una sindrome de Brugada latent i faci una mort sobtada per una
taquiaritmia, per tant no recuperable amb marcapas. Amb la descripcié del
solapament de diagnostic demostrem que cal fer un analisi clinic exhaustiu dels

portadors, i que un determinat tractament pot no ser valid per a tothom.

Risc per a un portador d’'una mutacié al canal de sodi.

Hem analitzat 95 individus amb mutacions al canal de sodi. Aquests individus
pertanyen a 73 families en les quals hi ha almenys un cas index amb sindrome
de Brugada. Hem decidit fer un seguiment d’individus portadors, una historia
natural, perque ens acosta més a la realitat de la practica médica, quan la
familia consulta després d’'una mort sobtada o del diagnodstic de la malaltia.
Hem fet una valoracié del risc dels membres de la familia que han estat
investigats geneticament i son portadors de la mutacidé. Hem demostrat que la
presencia de la mutacié no esta lligada a una mortalitat més elevada si no hi ha
algun parametre clinic que suggereixi aquest risc. Aixi, els individus que han fet
una aritmia maligna o mort sobtada sén els que tenien o un electrocardiograma
basal anormal, (prolongacio de linterval QT o elevacio del segment ST). Aixo
indica que una mutacio del canal de sodi hauria de ser considerada un factor de
risc, un resultat que justifica que la persona sigui seguida d aprop a la consulta,
que ens permeti adoptar mesures preventives (com prevenir la febre i evitar
bloguejants de sodi), potser fins i tot que determini que l'individu ha de ser
investigat més a fons per saber si esta en risc. Perd la preséncia només d’'una
mutacié no justifica, d’acord amb les dades, que es prenguin mesures
terapéutiques com la implantacié d’un desfibril-lador. Les dades mostren que el

risc del malalt ha de definir-se a partir de les proves cliniques.
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4- Determinants del fenotip

Hem mostrat en aquest treball que el grau d’alteracio del canal de sodi pot ser
determinant en la preséncia del fenotip i en el risc de mort sobtada. La corrent
de sodi pot ser influenciada sobretot per drogues i per la base genética de
lindividu. Els medicaments que bloquegen el corrent de sodi no causen un
patré electrocardiografic de sindrome de Brugada a tothom qui els pren,
suggerint que hi ha un component genétic important. Hem mostrat perd tres
casos a on hi ha una combinacié de genética i medicament que és suficient per
a que I'equilibri es trenqui i la persona desenvolupi el patré electrocardiografic i

fins i tot pateixi aritmies malignes.

Modificadors genétics.

Hi ha hagut ja algunes publicacions que han mostrat que hi ha una relacié entre
el grau d’alteracié de la corrent de sodi i el fenotip final. Per exemple, individus
homozigots per una mutacié al canal de sodi tenen un fenotip més sever.” La
preséncia d’'una doble mutacié pot ser responsable de formes severes de
malaltia del sinus,? de l'alteracié de la conduccié familiar,®® o d’estar associat a
un fenotip més sever que en els familiars amb una sola mutacié.” El paper dels
polimorfismes i la seva associaci6 amb la mort sobtada ha estat també
suggerida per la identificaci6 de polimorfismes lligats a un risc més elevat
d’aritmies malignes'® i també pel risc afegit d’aritmies que tenen els individus
amb una mutacié i un polimorfisme funcional addicional.®®** En la sindrome de
Brugada no s’ha investigat a fons la correlacié entre el nivell de disfuncié del
canal de sodi i els simptomes, malgrat que les dades observacionals indiquen
que segurament els individus que fan la mort sobtada tenen la corrent de sodi

més alterada.
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Preséncia de dues mutacions.

En aquesta tesi hem descrit el primer cas de sindrome de Brugada a on el
fenotip només és observat quan s’hereten dues mutacions, recolzant la hipotesi
que la disfuncié per mutacions genétiques esta directament associada a la
gravetat del fenotip. Els portadors d’'una unica mutacio, avis i filles, no
presenten un electrocardiograma amb elevaci6 del segment ST a les
precordials dretes. L’analisi indica que el pare va heretar una mutacioé de cada
avi, i per tant estaven col-locades en al-lels diferents, i va transferir una mutacio
diferent a cada filla.

Les analisis biofisiques han revelat que els canals mutats P336L causen una
reduccié del 75% en la corrent de sodi comparat amb el normal. Els canals
mutats 11660V produien poca corrent que podia ser recuperada amb la
incubacié de les céllules a temperatura ambient o amb [I'exposicié a
bloguejants del canal de sodi. La mexil.letina era la droga que més efectivament
recuperava la corrent fins practicament normalitzar-la, indicant que els canals
mutats 1660V sén funcionals perd queden atrapats en el reticle endoplasmatic,
un fenomen que ha estat préviament descrit en altres mutacions.®> &' Els
mecanismes pels quals aquests canals queden atrapats a linterior cel-lular i
poden ser recuperats amb drogues o temperatura son desconeguts. Una
explicacié possible és que la droga estabilitzi la proteina i atenui els canvis
conformacionals causats per la mutacié. El fet que la mexil.letina sigui la més
efectiva pot també estar relacionat amb el fet que aquesta tingui I'habilitat de
potenciar millor la interaccié entre els canals mutats i les subunitats .

Es creu que hi ha factors diversos que determinen I'expressid fenotipica
d’aquesta canalopatia. En la sindrome de Brugada el génere juga segurament
un paper important, doncs hi ha més homes que dones afectats malgrat que la
malaltia és autosdmica dominant. Un altre factor podria ser el de I'edat, ja que

les filles s6n molt més joves que el pare. Aquests dos factors son dificils de
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justificar en el cas de l'avi, que també te una mutacié en el canal de sodi, pero

que té un fenotip completament normal.

Variacions normals i efecte en el fenotip.

Molts estudis biofisics anteriors han mostrat que, per a la caracteritzacio
correcta de les mutacions, s’ha de tenir en compte la preséncia de
polimorfismes en el gen, ja que poden modificar significativament la corrent de
sodi.? 8 Viswanathan et al.*® també van demostrar que el polimorfisme H558R
millorava la funcié de les mutacions properes.'’

Basant-nos en l'efecte protector de I'arginina a la posicié 558 en les mutacions
del canal de sodi, hem volgut analitzar I'efecte tant a nivell de parametres
electrocardiografics com a nivell de simptomes. La preséncia de la mutacié
sense l'arginina ha estat associada a una prolongacié més important del QRS,
més alteracions en la repolaritzacido (punt J mes elevat en les precordials
dretes), i un signe AVR més alt. Aquests pitjors parametres de conducci6 i
repolaritzacio estan associats a una prevalenga més alta de simptomes indicant
que la variant H558R és un modulador del fenotip de la sindrome de Brugada.
Seria especulatiu en aquest punt pensar que aquest parametre ens podria
servir per estratificar el risc de mort sobtada, perd confirma la hipotesi del paper

de les variacions normals en la modulacié del fenotip final d’'una malaltia.

Modificadors externs. Interaccié medicament-genética.

Es creu que l'elevacié del segment ST i la inestabilitat eléctrica del miocardi
poden ser el resultat d’una alteracio en I'equilibri de corrents durant la fase 1 del
potencial d’accié. Els agents vagotonics, els activadors de IK-ATP, i els nivells
elevats de potassi poden facilitar aquesta alteracié per 'augment de les corrents
externes de potassi, mentre que els bloquejants de sodi, com la cocaina i els

antidepressius ho fan a través d'una reduccidé de les corrents d’entrada de
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sodi."”

La pérdua de funcié al canal de sodi SCN5A degut a les mutacions,
canvia el balang de la corrent a fase 1 degut a la disminucié de la corrent de
sodi. Un estat febril també pot facilitar I'aparicié de I'elevacié del segment ST en

la sindrome de Brugada degut a la seva capacitat per a reduir la corrent de sodi.

En els casos induits per drogues, no hem investigat si els individus tenen una
alteracio genética en els mecanismes de metabolisme de les drogues. Aixo és
un treball que depassa les nostres intencions originals i que seria més d’acord a
un projecte de farmacogenomica. Perd hem desenvolupat la hipotesi que els
individus que han tingut una resposta amb elevacié del segment ST, tenen una
corrent basal disminuida genéticament. Aquesta era una hipodtesi que ja havia
estat desenvolupada en la sindrome de QT llarg i que va donar lloc al terme de
reserva de repolaritzacio,'’® que definia el nivell d’alteracié a les corrents de
repolaritzacid que era possible tenir abans que la persona desenvolupés un
fenotip de QT llarg. Es va veure que aquesta reserva de repolaritzacié era més
baixa en individus amb mutacions als canals de potassi, i que desenvolupaven
l'allargament del QT quan estaven sota medicaments que disminuien aquestes
corrents. Varem recollir 47 individus amb alteracions tipiques de sindrome de
Brugada durant la ingestié6 de medicaments o un episodi febril. Hem vist que
practicament la meitat, 23, varen fer una aritmia maligna o mort sobtada poques
hores després de documentar I'ECG, indicant que la preséncia d’'un
electrocardiograma anormal en una situacié6 aguda és una urgéncia médica.
Hem pogut analitzar un subgrup d’aquests malalts i hem trobat que, en un 20%,
hi ha alteracions genétiques que redueixen la corrent de sodi. Aquest fet, sumat
a la presa de medicaments que bloquegen el canal de sodi, és suficient per a
que el pacient desenvolupi el patré electrocardiografic i també les aritmies.

Un cas molt interessant es el de la bupivacaina, un anestetic molt utilitzat. Ja hi

havia hagut abans wuna publicaci6 d'un cas que va desenvolupar
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I'electrocardiograma durant la infusié peridural de bupivacaina. En aquest cas
perd, no hi varen haver aritmies.' No es va fer analisi genética. Com ocorre
amb la flecainida o I'ajmalina, bloquejants de sodi utilitzats per al diagnostic de
sindrome de Brugada, la bupivacaina també inhibeix la corrent de sodi.""® Les
dades experimentals han mostrat que la bupivacaina pot facilitar I'aparicio
d’aritmies per reentrada perqué enlenteix la conduccié i allarga el periode

refractari efectiu ventricular.

Es la preséncia d’elevacié del segment ST una indicacié de mort sobtada
imminent?

Davant la dificultat obvia de tenir un electrocardiograma en els pacients amb
sindrome de Brugada just abans de fer una aritmia maligna, no existeix cap
evidéncia directa que el nivell de ST estigui associat amb millor o pitjor
pronostic, especialment perqué hi ha una variabilitat molt gran en el patré
electrocardiografic. Tanmateix hi ha hagut moltes observacions interessants en
aquest sentit que ens donen una evidéncia indirecta que I'aparicio de I'elevacié
del segment ST pot ser un precursor d’'aritmies malignes posteriors.

- Els pacients amb el patré anormal basalment tenen un pronostic pitjor que
els que requereixen un bloquejant de sodi per a desemmascarar-lo. *°

- L’aparicié del patr6 durant la febre o durant la recuperacié després de
I'exercici pot estar associat amb I'aparicié d’aritmies malignes.'®

- Les formes induides per drogues han estat associades amb aritmies
malignes. Hi ha moltes medicacions que poden causar el patrd
electrocardiografic. En alguns casos es requerirda una sobredosi de la droga

'% perd en altres circumstancies és possible

(cocaina, antidepressius triciclics)
que només es necessiti una dosi terapéutica si els pacients tenen una

predisposicioé genética a una disminucio de la corrent de sodi. Aixd ho mostrem
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en els tres casos de pacients que reben drogues antiaritmiques i que

desenvolupen el patré electrocardiografic.

Implicacions cliniques

En una situacié aguda, els pacients que presenten un electrocardiograma amb
elevacio del segment ST a les precordials dretes tenen risc d’aritmies malignes i
s’hauria de considerar com una urgéncia médica. Es per tant imprescindible que
en la preséncia de I'electrocardiograma es prenguin mesures urgents. Algunes
d’aquestes mesures poden ser tan senzilles com prendre un antipirétic si el
patré apareix en el context d’'un episodi febril.

Aixd també indica que els pacients amb sindrome de Brugada i els familiars que
s6n portadors d’una mutacié genética estan amb risc de patir aritmies si sén
exposats a alguns medicaments com els antiaritmics i antidepressius que

bloquegen el canal de sodi.
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CONCLUSIONS

En aquest treball hem investigat la sindrome de Brugada causada per
mutacions en el canal de sodi. Hem realitzat les investigacions genétiques i
cliniques per a identificar els portadors genétics. Hem també investigat com el
component genétic i els modificadors externs modulen el fenotip de la malaltia.
Hem pogut demostrar que en la sindrome de Brugada el test genétic té una
validesa important per dues raons fonamentals: primer, perqué en una familia
amb mutacié descoberta ens permetra diagnosticar els no-portadors, amb la
qual cosa aquests individus estan lliures de la malaltia familiar; i en segon lloc,
perqué amb la identificacié de la mutacié, podem adoptar mesures preventives
també en els portadors asimptomatics, com és per exemple el tractament
preco¢ de la febre, o I'evitar medicaments que bloquegen el canal de sodi.

Només per aquestes dues raons es justifica fer I'analisi genética.

Finalment hem mostrat que ni el tipus de mutacio, ni la localitzacid en la
proteina ens permet de fer una estimacioé de risc de mort sobtada. En l'individu
asimptomatic amb ECG normal la preséncia d’'una mutacié és uUnicament
indicativa d’un risc de desenvolupar la malaltia, perd no és un fet que la patira.
Malgrat la tendéncia en ascens de la realitzaci6 d’estudis genétics, en
l'actualitat no sembla justificada aquesta practica amb |'Unic objectiu de
justificar I'agressivitat terapéutica. Els individus asimptomatics portadors que
pateixen simptomes al seguiment presenten alteracions cliniques clares, com
una prolongacido de linterval QT o elevacié del ST. Aquests parametres
electrocardiografics ja defineixen la necessitat de realitzar probes addicionals o
de tractaments preventius. En conclusio, el fet de tenir només una mutacioé no
justifica de moment un tractament més agressiu, siné que aquest ha de venir

determinat pels resultats de les proves cliniques.
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