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Investigacao de Variantes Génicas de Canais I6nicos em Pacientes
com Sindrome do QT Longo

Investigation of lon Channel Gene Variants in Patients with Long QT Syndrome
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Resumo

Fundamento: A sindrome do QT longo (SQTL) é uma sindrome arritmica herdada com aumento do intervalo QT e
risco de morte stibita. Mutacbées nos genes KCNQ1, KCNH2 e SCN5A respondem por 90% dos casos com genétipo
determinado, e a genotipagem é informativa para aconselhamento genético e melhor manejo da doenca.

Objetivo: Investigacao molecular e analise computacional de variantes génicas de KCNQ1, KCNH2 e SCN5A associadas
a SQTL em familias portadoras da doenca.

Métodos: As regioes codificantes dos genes KCNQ1, KCNH2 e SCN5A de pacientes com SQTL e familiares foram
sequenciadas e analisadas utilizando o software Geneious Pro®.

Resultados: Foram investigadas duas familias com critérios clinicos para SQTL. A probanda da Familia A apresentava
QT_ = 562 ms, Escore de Schwartz = 5,5. A genotipagem identificou a mutacao G1714A no gene KCNH2. Foi observado QT_
= 521 + 42 ms nos familiares portadores da mutacao contra QT_ = 391 + 21 ms de nao portadores. A probanda da Familia B
apresentava QT_ = 551 ms, Escore de Schwartz = 5. A genotipagem identificou a mutacao G1600T, no mesmo gene. A analise
dos familiares revelou QT = 497 + 42 ms nos portadores da mutacao, contra QT = 404 + 29 ms nos nao portadores.

Conclusao: Foram encontradas duas variantes génicas previamente associadas a SQTL em duas familias com diagnéstico
clinico de SQTL. Em todos os familiares portadores das mutacées foi observado o prolongamento do intervalo QT. Foi
desenvolvida uma estratégia para identificacao de variantes dos genes KCNQ1, KCNH2 e SCN5A, possibilitando o
treinamento de pessoal técnico para futura aplicacao na rotina diagnéstica. (Arq Bras Cardiol 2011;96(3):172-178)

Palavras-chave: Sindrome do QT longo, canais i6nicos, mutagao, morte sabita cardiaca.

Abstract

Background: The long QT syndrome (LQTS) is an inherited arrhythmia syndrome with increased QT interval and risk of sudden death. Mutations
in genes KCNQ1, KCNH2 and SCN5A account for 90% of cases with genotype determined, and genotyping is informative for genetic counseling
and better disease management.

Objective: Molecular investigation and computational analysis of gene variants of KCNQ1, KCNH2 and SCN5A associated with LQTS, in families
with the disease.

Methods: The coding regions of genes KCNQ1, KCNH2 and SCN5A in patients with LQTS and their family members were sequenced and
analyzed using Geneious Pro™ software.

Results: Two families with clinical criteria for LQTS were investigated. The proband of Family A had QT = 562 ms, Schwartz Score = 5.5. The
genotyping identified the G1714A mutation in the KCNH2 gene. QT = 521 % 42 ms was observed in family members carrying the mutation
against QT_ = 391 = 21 ms for non-carriers. The proband of Family B had QT_ = 551 ms, Schwartz Score = 5.5. The genotyping identified
the G1600T mutation, in the same gene. The analysis of family members revealed QT = 497 + 42 ms in mutation carriers, compared with
QT = 404 = 29 ms in non-carriers.

Conclusion: Two gene variants previously associated with LQTS were found in two families clinically diagnosed with LQTS. The prolongation of the QT
interval was observed in all family members carrying the mutations. A strategy was developed to identify variants of genes KCNQ1, KCNH2 and SCN5A,
making it possible to train technical staff for future application to diagnosis routine. (Arq Bras Cardiol 2011;96(3):172-178)
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Introducao

A sindrome do QT longo (SQTL)"? é uma doenca
genética com prevaléncia de 1:2.000° que cursa com risco
de morte stbita por arritmias ventriculares em um coragao
estruturalmente normal®. O diagnéstico é feito através do
escore de Schwartz®, que combina critérios eletrocardiograficos
e da histéria clinica, classificando a probabilidade de SQTL
em “baixa” (< 1) “intermedidria” (2 e 3) e “alta” (= 4). Um
escore de Schwartz = 4 tem especificidade > 99% para o
diagndstico da SQTL®.

Diferentes tipos de SQTL sao provocados por variantes em
genes de canais idnicos”® e no gene da ankirina®. Atualmente
sdo descritos 12 tipos'®, porém os tipos 1, 2 e 3 respondem
por 90% dos casos com gendtipo identificado'". Embora mais
de 700 variantes tenham sido descritas'?, em 29% dos casos
a base genética nao foi identificada'. Os varios tipos de
SQTL diferem quanto ao risco de morte stibita'*, aos gatilhos
para os episodios de arritmia'>'® e a resposta ao tratamento
farmacoldgico'”'8. Além disso, a gravidade depende da regido
afetada do canal™, o que torna a identificacdo da mutagao
importante para o manejo da doenca.

Apesar do grande nimero de variantes envolvidas, a
pesquisa de variantes génicas associadas a SQTL (genotipagem)
estd sendo cada vez mais utilizada na pratica clinica. Que
seja de nosso conhecimento, nenhuma unidade do Sistema
Unico de Sadde realiza atualmente a genotipagem da
SQTL. Por esta razdo, foram investigadas variantes génicas
associadas a SQTL em duas familias com diagnéstico clinico
da doenca. As condigdes de genotipagem dos genes KCNQ1,
KCNH2 e SCN5A foram estabelecidas, e foi utilizada analise
computacional para a identificagdo facilitada de mutagoes ja
descritas e de novos variantes génicas na populagao brasileira.

Métodos

Pacientes

Pacientes encaminhados ao Instituto Nacional de
Cardiologia com suspeita clinica de SQTL foram submetidos a
anamnese e exame fisico por um cardiologista com experiéncia
em SQTL (FESCF9). Os eletrocardiogramas foram analisados
independentemente por dois pesquisadores (EC e FESCF9), e a
medida do intervalo QT realizada pelo método da tangente®.
Nenhum dos probandos apresentava sinais eletrocardiograficos
de hipertrofia cardiaca, distdrbios da condugdo ou isquemia
miocdrdica. Probandos com escore de Schwartz = 4 e
familiares em primeiro grau foram submetidos a andlise
molecular, num total de 29 individuos de duas familias.

Extracao de DNA e reacao em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA gen6mico era extraido de sangue periférico?'.
Os exons correspondentes as regides codificantes dos 3
genes investigados eram amplificados por PCR utilizando
os iniciadores previamente descritos*>?*. Os exons dos
genes KCNQT e KCNH2 eram amplificados utilizando,
respectivamente, os programas “B” e “C” previamente
publicados por Syrris e cols.?*. Para amplificagdo dos exons
1A de KCNQT1 e 4 de KCNH2 era adicionado a reacao o

reagente PCRx Enhancer (Invitrogen), conforme as instrugoes
do fabricante. Os exons do gene SCN5A eram amplificados
utilizando condigdes por nés estabelecidas: 0,2 mM dXTP 3
mM MgCl,, 0,5 uM de iniciadores (senso+antissenso), 0,625
Ul de Tag DNA polimerase recombinante (Invitrogen), 200 ng
de DNA molde, em um volume final de 50 ul. O programa
consistia em 94° C/10 min; 30 ciclos de 94° C/1 min, 58° C/1
min, 72° C/2 min.; extensao final a 72° C/10 min.

Sequenciamento automatico de DNA

O sequenciamento de produtos de PCR purificados
em filtros Millipore PCR Cleanup era realizado utilizando
iniciadores senso ou antissenso, em um equipamento
MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences) com reagentes
DYEnamic ET Dye Terminator Kit (GE Healthcare Life Systems)
conforme as instrucoes do fabricante.

Analise das sequéncias obtidas para identificacao das
mutacgoes

Foi utilizado o software Geneious Pro®* para andlise
das sequéncias obtidas e geragao de mapas de mutagdes
ja descritas para os genes estudados. Resumidamente, as
sequéncias das regides codificante e genémicas dos genes
KCNQ1 (n? de acesso NM_000218 e NG_008935.1),
KCNH2 (n? de acesso NM 000238 e NG_008916) e
SCN5A (n2 de acesso NM_000335 e NG_008934.1) foram
importadas do GenBank e as mutagdes conhecidas (Inherited
Arrhythmias Database'?) adicionadas a estas no software com
as respectivas referéncias bibliogréaficas. Em seguida foram
assinalados os sitios de anelamento dos iniciadores, intronicos
em sua maioria, utilizados nas reagdes de amplificacdo e as
porgoes centrais dos introns foram removidas para facilitar
a andlise. A comparagao direta dos mapas de mutagdes
com as sequéncias obtidas de pacientes permite visualizar
simultaneamente a qualidade do sequenciamento e as
mutagdes previamente descritas.

Consideracoes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Nacional de Cardiologia (processo n?
0187/4.01.08). Os pacientes e familiares foram informados
dos objetivos e riscos do estudo e concordaram em participar
do mesmo através de assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido.

Resultados

Foi realizada pesquisa de variantes génicos de KCNQT,
KCNH2 e SCN5A em duas familias com diagnéstico clinico de
SQTL, incluindo na andlise dois probandos e seus respectivos
familiares, perfazendo 11 individuos na Familia A e 17 na
Familia B. A analise dos variantes foi otimizada mediante
criagao de mapas de mutagao com o software Geneious Pro®
(dados nao mostrados).

A probanda da Familia A (Figura TA, paciente A2.21), de
36 anos, comegou a sentir palpitagdes aos 15 anos; aos 24
anos passou a apresentar episodios de palpitagoes seguidas
de sincope desencadeados por estresse emocional, ruidos
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stbitos e no despertar, sendo feito o diagnéstico de SQTL. A
probanda da Familia B (Figura 1B, paciente B2.1) apresentava
42 anos e episddios de pré-sincope durante esforgos fisicos. A
mesma buscou atendimento médico e recebeu o diagnéstico
de SQTL apés sua prima (#B2.9) apresentar um episédio de
morte stbita abortada (MSA) em ambiente hospitalar. Os ECCs
com medidas do intervalo QT das probandas estao mostrados
na Figura 2. A paciente A2.21 apresentava QT. = 560 ms
(Figura 2A) e a paciente B2.1 QT = 551 ms (Figura 2B). Na
historia familiar da probanda A2.21 era possivel identificar 10
casos de morte stbita em idades precoces, compativeis com
SQTL. (Figura 1A, destacado em verde). Na Familia B havia
somente um caso de MSA (#B2.9).

Os dados clinicos e eletrocardiogréficos dos individuos
de ambas familias estao apresentados na Tabela 1. A Familia
A totalizava 9 mulheres e 2 homens, com idade entre 14
e 80 anos. A Familia B continha 17 individuos (7 do sexo
masculino), com idades entre 5 meses e 69 anos. Podem
ser identificados 8 individuos com Escore de Schwartz=4,
quatro na Familia A (A2.21, A2.23, A3.2, A3.3) e 4 na Familia
B (B1.1, B2.1, B2.9, B3.1). Dois desses individuos (A2.21
e B2.9) apresentaram episédios de morte stbita abortada
(MSA) e foram tratados com CDI + betabloqueador. Os

demais (A1.10,A2.23,A3.2, A3.3, B1.1) eram assintomaticos
e foram tratados com betabloqueadores isoladamente. Um
dos casos de MSA (B2.9) apresentava intervalo QT .= 448ms,
entretanto, este ECG foi registrado na vigéncia do tratamento
com betabloqueador, que pode reduzir o intervalo QT. Apenas
um individuo (A1.10) apresentava probabilidade intermediaria
de SQTL (Escore de Schwartz = 2,5) e QT_limitrofe (450
ms). A andlise do heredograma sugeriu que esse individuo
deveria ser portador de mutacao causadora de SQTL, o que
foi confirmado pela andlise molecular. Apenas um individuo
(A2.21) apresentava registro de Torsades de Pointes.

A andlise molecular foi capaz de detectar variagoes
previamente descritas do gene KCNH2 nas probandas de
ambas familias. Na probanda da Familia A foram identificadas
as variantes génicas A1692G e G1714A, ambas no exon 8. Na
probanda da Familia B foram identificadas as variantes génicas
C1467T, C1600T, A1692G e T1956C. Todas as variantes
encontradas sao polimorfismos de Gnico nucleotideo (SNPs)
e as pacientes sao heterozigotas em todos os loci. Entretanto,
as variantes génicas G1714A (Familia A) e C1600T (Familia
B), ambas no exon 8 do gene KCNH2, sao SNPs do tipo nao
sindbnimo (missence) e foram previamente descritas como
associadas a SQTL. A identificagao dessas variantes génicas
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Fig. 1 - Heredogramas das familias estudadas. As probandas estéo indicadas por setas e pela letra P. Os algarismos romanos a esquerda representam as gerages.
Irméaos do mesmo sexo sem clinica relevante estéo representados como quadrado ou circulo com nimero dentro. a) Familia A - casos de morte subita estédo destacados
pela linha tracejada verde. Abaixo de cada individuo falecido esta registrada a idade e a causa ou circunstancia do 6bito. Os individuos incluidos no projeto estdo
destacados pela linha tracejada vermelha. Abaixo de cada individuo estéo representados o intervalo QT, e o genctipo na posigdo 1714. b) Familia B - o gendtipo na
posigdo 1600 e o QT dos individuos investigados esta apresentado como acima.
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Fig. 2 - Eletrocardiogramas das probandas das familias A (paciente A2.21) e B (paciente B2.1). O intervalo QT e o QTC encontram-se assinalados.

é destacada na Figura 3. As outras variantes encontradas sao
polimorfismos comuns e sem relevancia clinica demonstrada'.

As variantes missence G1714A e C1600T foram pesquisadas
nos familiares dos probandos A2.21 e B2.1, respectivamente.
Os resultados dessa genotipagem estao apresentados nas
Figuras TA e 1B. Na Familia A o QT médio nos portadores
da variante génica era de 521 + 42 ms, comparado a um
QT médio de 391 + 21 ms nos ndo portadores. Na Familia
B a média do intervalo QT nos portadores da variante era
de 497 + 42 ms, comparado com um QT_médio de 404 +
29 ms nos nao portadores. Observa-se, portanto, que todos
os portadores dos alelos G1714A e C1600T apresentam
prolongamento do intervalo QT,, confirmando a relevancia
clinica das variantes encontradas.

Discussao

Neste trabalho realizamos o sequenciamento completo
das regides codificantes dos genes KCNQ1, KCNH2 e SCN5A
visando identificar as variantes génicas associadas a SQTL em
duas familias contendo membros diagnosticados com a doenga.
A triagem de variantes génicas na SQTL frequentemente é
feita utilizando a técnica de SSCP (single strand conformation
polymorphism), que requer maior trabalho manual e apresenta
sensibilidade inferior a de sequenciamento.

As dificuldades de implementagao em rotina de um método
diagnéstico molecular de alta complexidade como a do SQTL
nos levaram a desenvolver, utilizando o software Geneious
Pro®, uma sequéncia de passos para identificar com precisao
mutagoes novas e ja descritas. Os recursos de manipulagdo e
anotacao de sequéncias desse software foram explorados para
a construcao de mapas de mutagdo indicando os locais com
mutagbes descritas, permitindo o alinhamento das sequéncias
dos diferentes genes obtidas dos pacientes com os mapas
dos genes KCNQ1, KCNH2 e SCN5A construidos, facilitando
a identificagao de diferengas entre ambas sequéncias. O

alinhamento realizado nesse programa permite, ainda, eliminar
artefatos de sequenciamento. Caso uma variante génica
encontrada tenha sido previamente descrita como associada a
SQYTL, a referéncia bibliografica da mesma estara prontamente
disponivel nas marcagoes do mapa. Além disso, o programa
organiza os arquivos internamente em um sistema de pastas,
de modo que os diversos arquivos de sequéncia originais ficam
centralizados e indexados, o que é crucial quando se leva
em conta o enorme volume de informagao gerada para cada
paciente. Dessa forma, a metodologia desenvolvida permite a
analise das sequéncias de maneira eficiente e de facil manuseio,
reduzindo a chance de erros de interpretacao e possibilitando
o treinamento técnico de pessoal para a futura implementagao
de rotina dessa metodologia para a rede SUS.

A metodologia de analise molecular por nés estabelecida
foi capaz de identificar variantes génicas previamente
associadas a doenga em duas familias selecionadas pelos
critérios clinicos ja definidos. Ambas as familias investigadas
apresentaram variantes associadas a SQTL no gene KCNH2, o
que permitiu classificar ambas as pacientes como portadoras
de SQTL tipo 2. Esse gene codifica a sub-unidade alfa do
canal de potéssio K 11.1, responsével pela corrente I no
potencial de agao cardiaco®. A variante G1714A encontrada
na Familia A ja foi previamente descrita®” como associada a
SQTL, e provoca a substituicio do aminoacido glicina por
serina na posicao 572 da proteina, correspondente ao poro.
Entretanto, as consequéncias eletrofisiolégicas da mutagao
na atividade do canal i6nico ainda nao foram investigadas.
A presenca da variante génica G1714A na familia aqui
descrita reforca a evidéncia em favor da patogenicidade
dessa alteragdo. A variante génica C1600T, encontrada
na Familia B, provoca a troca do aminoacido arginina por
cistefna na posicao 534 do polipeptideo, correspondente ao
sensor de voltagem do mesmo canal idnico®. Além disso, em
contraste a variante anterior, os efeitos dessa alteragao foram
investigados eletrofisiologicamente por Nakajima e cols.?,
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Caracteristicas clinicas e eletrocardiograficas dos individuos investigados nas familias Ae B

FC

QT Morfologia do Arritmias

Individuo Sexo Idade Apresentagdo clinica (bpm) (ms) segmento ST documentadas ES
A19 F 62 Assintomética 55 420 Normal - 1,5
A1.10 M 80 Assintomatica 65 450 Normal - 25
AL11 F 65 Assintomatica 75 410 Normal - 1
A2.18 M 39 Assintomatica 56 376 Normal - 1
A221 F 36 aui'tﬂf.i‘)’e :A(se:tclzilzso 48 562 T Bifésica em DIl, aVF, TdP 55
de ATB aVvR,V1aV4
A2.23 F 38 Assintomatica 67 545 Normal - 4
A2.24 F 44 Assintomatica 99 390 T achatada - 1
A2.25 F 39 Assintomatica 60 350 T bifasica V1 a V4 - 1
A3A1 F 10 Assintomatica 84 402 Normal - 1
A3.2 F 14 Assintomética 54 520 T bifasica V3 a V5 - 55
A3.3 F 15 Assintomatica 68 530 Ondas U proeminentes - 4
B1.1 M 69 Assintomético 61 497 Onda T achatada - 4
B1.3 M 67 Assintomético 66 404* Normal FA 1
B1.5 F 65 Assintomatica 68 400 Normal - 1
Pré-sincape aos Ondas T achatadas; .
B2.1 F 42 esforgos 89 551 entalhes em aVE, V2, V3; TSVNS 5
ondas U proeminentes.
B2.3 M 30 Assintomatico 54 345 Normal - 1
B2.9 F 37 MSA com uso de ATB 59 wy T "’Cha:fzd’a\;/:”\tfghes em . 4
B2.10 M 33 Assintomatico 61 386 Normal - 1
B2.11 F 39 Assintomatica 83 405 Normal - 1
Pré-sincope com Brad~icardia. T com
B3.1 M 15 estresse emocional 52 492 ascenséo Iepta. Ondas U - 5
proeminentes.
B3.2 F 1adm Assintomatica 106 410 Normal - 1
B3.3 M 1" Assintomatico 4l 379 Normal - 1
B3.4 F 5 Assintomatica 86 403 Normal - 1
B3.5 M 1 Assintomatico 75 435 Normal - 1
B3.6 F 8 Assintomética N 449 Normal - 1
B3.7 F 9 Assintomética 84 383 Normal - 1
B3.8 F 13 Assintomética 61 378 Normal - 1
B3.9 F 5m Assintomatica 126 441 Normal - 1

A numeragdo dos individuos segue o padréo adotado nos heredogramas (Figura 1); as probandas encontram-se destacadas em negrito; ES - escore de Schwartz; ATB -
antibiético; MSA - morte stbita abortada; FA - fibrilagéo atrial; TSVNS - taquicardia supraventricular néo sustentada; (*) utilizado o intervalo QT ao inves do QT devido a

presenga de FA; () EGG registrado na vigéncia do tratamento com betabloqueador.

que demonstraram redugao do limiar de ativagao do canal,
aceleracao da ativagao e inativacao, e reducdo da inativagao
do canal em repouso.

Curiosamente, o genétipo identificado foi o do subtipo 2 - o
segundo mais frequente, respondendo por cerca de 30% dos
casos. Por outro lado, embora essas familias fossem portadoras
do mesmo subtipo, e das variantes génicas estarem bastante
préximas (no mesmo exon, inclusive), a apresentagao clinica da
doenca diferia entre as mesmas, talvez devido a alteragoes em

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

diferentes regides do canal idnico. A associacao entre a regiao
alterada na estrutura da proteina, e a gravidade da doenga foi
investigada por Moss e cols.". Os autores demonstraram que
as mutagoes na regiao do poro do canal codificado pelo gene
KCNH2 estdo associadas a um risco muito aumentado - cerca
de 3 vezes maior - de eventos arritmogénicos. Um estudo de
Shimizu e cols.*® obteve resultados similares. Em conformidade
com esses trabalhos, observamos uma gravidade muito maior
da doenga na Familia A (mutagdo na regiao S5-Poro) que na
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Fig. 3 - Identificagdo de variantes génicas por sequenciamento e analise com o software Geneious Pro™. Os eletroferogramas do sequenciamento do exon 8 do
gene KCNH?2 (fitas senso e antissenso) das probandas foram alinhados com o mapa de mutagdes ja descritas (ver Métodos). As fitas senso e antissenso e 0 mapa de
mutagbes estdo indicados. a) Familia A - a variante A1692G esta destacada por um retangulo azul e a variante G1714A por um retangulo vermelho. b) Familia B - a

variante C1600T esta destacada por um reténgulo vermelho.

Familia B (mutagao no segmento transmembrana S4 - sensor de
voltagem). Entretanto, outro fator descrito que resulta em maior
gravidade na apresentagao clinica é a presenga de mais de uma
mutagdo causadora de SQTL (compound mutations), que ocorre
em cerca de 2% dos casos®'. Como nao foram pesquisadas as
variantes génicas nos genes menos frequentemente associados
aSQTL (SQTL tipos 4-12), ndo podemos excluir a possibilidade
da Familia A ser um caso desse tipo.

Foram encontrados portadores assintomaticos, mas nao
portadores silenciosos com ECG normal. Portadores silenciosos
sao descritos na SQTL*>*2, sendo mais comuns na SQTL1™,
O individuo A1.10 é ilustrativo da complexidade da doenga:
embora seja portador da variante associada a doenca, seu
eletrocardiograma mostra um prolongamento apenas limitrofe
do intervalo QT,. (450 ms) e seu Escore de Schwartz é igual a
2,5. Diversos fatores podem influenciar o intervalo QT - algumas
doengas, as concentragoes séricas de fons calcio e potassio e

diversos medicamentos - e dessa forma podem influenciar na
apresentagao da SQTL. Além disso, alguns trabalhos recentes
demonstraram que polimorfismos comuns em genes de
receptores adrenérgicos cardiacos sdo capazes de modular
a duracao do intervalo QT e a gravidade da apresentagao
clinica entre portadores da mesma mutagao no gene KCNQ122.
Portanto, a pesquisa de variantes génicas na SQTL pode auxiliar
na identificagao de portadores assintométicos com o intervalo
QT limitrofe, e pode ser (til ao aconselhamento genético.

Conclusao

Foi realizada a investigagao molecular de duas familias
com diagnéstico clinico de SQTL, tendo sido encontradas
duas variantes génicas distintas previamente associadas a
doenca. Foi implementada metodologia de amplificagao
e sequenciamento da regido codificante completa dos

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

177



178

Curty e cols.
Detecgao de variantes génicas na SQTL

Artigo Original

genes KCNQ1, KCNH2 e SCN5A, e desenvolvido método
computacional simplificado de analise das sequéncias
para a pesquisa das variantes génicas utilizando recursos
do software Geneious Pro®, que facilita o treinamento de
pessoal técnico para a futura aplicagao dessa metodologia
na rotina diagnéstica.
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