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Resumo

Fernandes LS. Estudo de andlise genotipica e sua associacdo com
caracteristicas fenotipicas em portadores de sindrome do QT longo e sindrome
de Brugada [tese]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo”; 2019.

Introducdo: Os beneficios dos testes genéticos em arritmias cardiacas
evoluiram juntamente com os desafios na sua interpretacdo. Ha pouca
contribuicdo nacional na literatura mundial. O objetivo primario desse estudo foi
descrever o perfil mutacional de pacientes com sindrome do QT longo (SQTL)
e sindrome de Brugada (SBr) em uma instituicdo de referéncia em arritmias
cardiacas. Métodos: Trata-se de um estudo longitudinal, observacional,
unicéntrico, que incluiu 277 pacientes, sendo 158 com SQTL e 119 pacientes
com SBr. Foram avaliadas as principais caracteristicas clinicas e realizado o
teste molecular em painel multigénico. A classificagdo das variantes nos genes
causais foi baseada nos critérios do American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG). Resultados: A idade média dos pacientes foi de 32,5
anos, sendo 139/277 (50,2%) do sexo feminino. Foram submetidos a anélise
molecular 76/84 (90,5%) probandos com SQTL e 63/93 (66,7%) probandos
com SBr. Nos probandos com SQTL foram encontradas variantes patogénicas
ou possivelmente patogénicas em 67%, enquanto que na SBr foi em 20,6%
(p<0,001). Na associacdo genodtipo-fendtipo, foi observado gatilho
predominante de estresse em pacientes com SQTL1 e repouso em SQTL3. O
QTc nédo variou entre os subtipos 1 a 3 e a taxa de eventos arritmicos foi
semelhante no seguimento (19%). Nos pacientes com SBr o valor médio do
intervalo His-Ventriculo (HV) foi maior nos pacientes com variantes genéticas
identificadas no SCN5A (68 x 48ms; p<0,001). Conclusado: Foi possivel a
identificacdo do perfil genético em 46% dos pacientes com SQTL e SBr em um
servico terciario de atendimento. H& diferencas clinicas conforme o gendétipo,
mas sem relevancia prognostica em nosso registro. A associagdo genétipo-
fendtipo permanece em investigacao nas arritmias hereditarias. A utilizacdo dos
critérios do ACMG permitiu a analise das variantes nos genes principais.

Descritores: Canalopatias, Arritmias Cardiacas, Sindrome de Brugada,

Sindrome do QT Longo, Morte Subita e Testes Genéticos.



Abstract




Abstract

Fernandes LS. A genotype-phenotype association study in a cohort of patients
with Lonqg QT and Brugada syndrome. [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

Introduction: The potential benefits of genetic testing in cardiac
channelopathies have developed along with the challenges in results
interpretation. There is little national contribution in world literature. The primary
objective of this study was to describe the mutational profile of patients with
long QT syndrome (LQTS) and Brugada syndrome (BrS) at a reference
Institution in cardiac arrhythmias. Methods: Longitudinal, observational, single-
center study that included 277 patients, 158 with LQTS and 119 patients with
BrS. The baseline clinical characteristics were evaluated and the genetic testing
was performed in a multigenic panel. The classification of the variants in target
genes was based on the criteria of the American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG). Results: The mean age at diagnosis was 32.5 years,
139/277 (50.2%) were female. A total of 76/84 (90.5%) probands with SQTL
and 63/93 (66.7%) probands with SBr were submitted to genetic testing. In
LQTS patients, pathogenic or possibly pathogenic variants were found in 67%
of the probands and in 20.6% of BrS patients (p<0.001). A predominant stress
trigger was observed in patients with LQTS1 and events at rest in LQTS3. QTc
did not vary among subtypes 1 to 3 and the rate of arrhythmic events was
similar at follow-up (19%). In patients with BrS the mean value of the His-
Ventricle (HV) interval was higher in SCN5A+ patients (68 x 48ms, p<0.001).
Conclusion: It was possible to identify the genetic profile in 46% of patients
with LQTS and BrS in a tertiary service. There were clinical differences
according to genotype, without prognostic relevance in our registry. The
genotype-phenotype association remains under investigation in hereditary

arrhythmias. ACMG criteria allowed variants analysis in target genes.

Keywords: Channelopathies, Cardiac Arrhythmias, Brugada Syndrome, Long
QT Syndrome, Sudden Death and Genetic Testing.
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1.1 Canalopatias Cardiacas

As arritmias geneticamente determinadas representam um desafio
diagnéstico e terapéutico na cardiologia atual e, quase sempre, estdo
relacionadas a defeitos nos canais i6nicos (canalopatias). Um desequilibrio
nessas correntes ionicas, gerado a partir de defeitos genéticos, intervencdes
farmacoldgicas ou anormalidades cardiacas estruturais, pode resultar em
varios fen6tipos arritmogénicos®. Cerca de 40% das necropsias em jovens,
vitimas de morte subita cardiaca (MSC), séo inconclusivas e as canalopatias
sdo elencadas como uma das principais suspeitas etiolégicas®.

A sindrome do QT longo congénito (SQTL) e a sindrome de Brugada
(SBr) sdo as canalopatias cardiacas herdadas mais prevalentes,
respectivamente 1 a cada 2.000 pessoas e de 1 a 5 a cada 10.000* *. Assim, a
estimativa seria de que 200.000 brasileiros fossem portadores dessas
doencas”®.

A forma mais comum de heranca é a autossémica dominante em
genes que codificam canais idnicos cardiacos ou suas subunidades acessorias.
Quanto ao fendtipo clinico resultante, a penetrdncia € incompleta e a
expressividade variavel dentro de uma mesma familia®. Os fatores
determinantes para esse fendmeno sdo ainda especulativos’. Os avangos no
diagnéstico molecular forneceram ferramentas importantes para elucidar o
substrato genético do padrdo de heranca mendeliana. Os fundamentos
genéticos das canalopatias hereditarias e potencialmente letais tém sido
identificados e melhor compreendidos, porém a heterogeneidade clinica e
molecular, caracteristicos dessas doencas, limitam o dominio do conhecimento.

Os testes genéticos se expandiram das pesquisas clinicas para a
medicina assistencial, mas com acessibilidade nem sempre disponivel em larga
escala. O manejo dos pacientes com doenca arritmogénica primaria varia entre
os grandes centros de estudo no mundo. No acompanhamento clinico de
individuos com SQTL ou SBr, o exame Holter de 24 horas foi realizado na
maioria dos centros (68-86%), seguido dos testes genéticos (50-82%),

especialmente na SQTL. Na triagem familiar, o principal teste foi o
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eletrocardiograma (ECG) de 12 derivagbes (82-98%), porém com O USO
relativamente frequente de testes genéticos (41-59%)°.

Sindrome do QT Longo Congénito

A SQTL foi primeiramente descrita por Meissner em 1856, que relatou o
6bito de uma menina surda que foi repreendida na escola®. A descricdo
definitiva da SQTL ocorreu em 1957, por Anton Jervell e Fred Lange-Nielsen,°
que observaram uma familia norueguesa com criangcas que apresentavam
sincope recorrente durante o exercicio ou a emocao. Nessa familia, quatro das
10 criancas eram surdas, correspondendo hoje ao que conhecemos como
Sindrome de Jervell-Lange-Nielsen.

Em seguida, Romano et al demonstraram que a mesma doenca poderia
acontecer em criancas sem o defeito auditivo’. A base genética da SQTL foi
descoberta em 1991 com a descricdo de um locus suscetivel no cromossomo
11, em um gene codificador do canal de potassio, que resultou na concepcao
do termo canalopatias cardiacas™.

A repolarizagdo cardiaca depende da atividade das correntes
repolarizantes Igs € g, além do influxo persistente de soédio que se estende ao
periodo de platé. A perda de fungéo dos canais Igs € Ikr ou 0 ganho de funcéo
da Ina predisp6em a ocorréncia de pGs potenciais precoces, que podem resultar
em risco de torsades de pointes (TdP) e a FV. Esses canais principais
interagem com uma variedade de proteinas intracelulares que contribuem com
o fluxo ibnico, a estabilizacdo, sinalizacdo e, consequentemente, eficiéncia do
canal (figura 1)*3.

Até o momento foram descritos 19 subtipos de SQTL, cada qual
relacionado com defeitos de diferentes canais iénicos ou proteinas auxiliares.
Cerca de aproximadamente 90% dos casos com gendtipo identificado
pertencem aos subtipos 1 a 3 e 5.

O substrato molecular pode se correlacionar com o aspecto morfolégico
do intervalo QT (figura 2), bem como sugerir gatilhos de eventos arritmicos,
resposta ao tratamento farmacoldgico e, eventualmente, predicdo de morte

stbita®.
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[ perda de fungio

B Ganho de fungdo

[J Autossémico dominante
1 Autossémico recessivo
[C] Corrente repolarizante
Il Corrente despolarizante

[ Proteina sinalizadora

Figura 1. Representacdo dos 19 genes relacionados a SQTL, o canal
acometido, o momento do potencial de acdo prejudicado. Adaptado de
Giudicessi JR™,
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Figura 2: ECG (com derivagdes precordais) na SQTL. A) SQTL 1: aonda T
tem a base alargada e se assemelha ao ECG normal; B) SQTL 2.aonda T é
bifida, principalmente de V1 a V3 e possui o padréo notch (seta); C) SQTL 3: o0
segmento ST é retificado.
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A SQTL pode apresentar um padrao autossdmico dominante ou
recessivo, com penetrancia incompleta e expressividade varidvel (de 25 a
100%). A rara e maligna entidade, conhecida como Sindrome de Jervell e
Lange-Nielsen é o prototipo do acometimento recessivo, que € caracterizado
por alto risco de morte subita cardiaca e surdez neurosensorial'®.

O padrdo de heranca autossémico dominante € o mais comum. A
identificacdo molecular em pacientes com fenotipo clinico definitivo em um dos
trés genes de suscetibilidade para SLQT se distribuem, respectivamente, em
torno de 35% para KCNQ1, 25% para KCNH2 e 10% para SCN5AY" 8. Um
adicional de 5-10% dos casos de SQTL sao atribuidos aos chamados “minor
genes”, relacionados com sindromes multissistémicas distintas, como
Andersen-Tawil (SQTL7), Timothy (SQTL8), e a Sindrome Kcnockout
(SQTL17), envolvidas com variantes respectivamente nos genes KCNJ2, em
heterozigose, CACNA1C e TRDN, ambos em homozigose'®?.
Aproximadamente 5% dos pacientes apresentam mutacfes compostas ou
dupla mutacéo, que tendem a resultar em um fenétipo mais grave’.

Atualmente, a ferramenta diagndstica mais utilizada é o escore de
probabilidade de Schwartz, pontuacdo baseada em dados clinicos:
eletrocardiograma, sintomas e histéria familiar (Anexos, tabela 1)?2. Um escore
de Schwartz maior ou igual a 4 pontos tem especificidade maior que 99% para
o diagnéstico da SQTL e sensibilidade de apenas 19%2%. Conforme a diretriz
europeia de arritmias cardiacas, o QT corrigido (QTc) maior que 480ms, em
eletrocardiogramas seriados, sem causa secundaria (drogas, distarbios
eletroliticos ou cardiopatia) ou ainda a presenca de mutacdo genética bem
definida, também definem os pacientes como portadores de SQTL?*.

O tratamento da SQTL envolve adocdo de medidas comportamentais,
com a finalidade de prevenir o evento arritmico, como evitar atividades fisicas
extenuantes, correcdo de distarbios eletroliticos e uso de medicacbes que
bloqueiem os canais disfuncionantes. Em geral, o bloqueio adrenérgico esta
indicado com farmacos especificos, como nadolol e propranolol ou ainda com a
simpatectomia esquerda. Os paciente considerados de maior risco podem

necessitar do implante do cardiodesfibrilador (CDI)?.
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Sindrome de Brugada

O supradesnivelamento do segmento ST associado a fibrilagdo
ventricular foi primeiramente descrito por Martini.”> Em 1992, Pedro e Ramon
Brugada relataram uma coorte de pacientes e a nova entidade foi reconhecida
como Sindrome de Brugada®®.

O diagnostico da SBr é definido pela presenca do padréao
eletrocardiogréfico tipo 1, caracterizado por elevacdo do segmento ST nas
derivacées V1-V3, seguido de onda T invertida (ST em rampa descendente)®*.
Os padrdes tipo 2 ou 3, agrupados no ultimo consenso em tipo 2 (ou néo tipo
1), apresentam morfologia em sela, com onda T positiva de 2 ou 1mm (figura
3)%.

e N \VLWM\[«&N/

Figura 3: Derivacfes V1 e V2 na SBr. A) Padrdo eletrocardiografico de SBr 1;
B) Padréao eletrocardiografico de SBr 2 ou néo 1.

O supradesnivelamento espontaneo geralmente é dinamico, o que
pode representar um desafio na deteccdo da doenca. Para sensibilizacdo do
diagnéstico, as derivagcdes precordiais podem ser estrategicamente
posicionadas nas regides paraesternais direita e esquerda, no segundo,
terceiro e quarto espago intercostal, com a finalidade de otimizar o
mapeamento da via de saida do ventriculo direito e, por consequéncia,
aumentar a probabilidade do achado eletrocardiografico tipico da SBr (figura
4)*. A febre, os testes provocativos com bloqueadores dos canais de sédio

(ajmalina, pilsicainida, flecainida, procainamida) e, eventualmente, o teste
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ergomeétrico, podem exacerbar o supradesnivelamento especifico do segmento
129, 30

ST, configurando o padrao tipo

Figura 4: Derivagdes superiores: reposicionamento das derivagdes precordiais
na SBr. Nas deriva¢cdes superiores o0 ECG é caracteristico da SBrl.

A monitorizacdo eletrocardiografica de 24 horas (Holter) de 12
derivacdes pode documentar a alteracdo dinamica do segmento ST, j4 que o
estimulo vagal (Ex.: sono, periodo pds prandial) também pode desmascarar o
padrdo eletrocardiografico da SBr ou ainda ser um deflagrador de arritmias.*!
Quando o padrdo tipo 1 € apenas demonstrado com teste provocativo
farmacoldgico, a SBr é considerada como sendo tipo 1 induzida®*.

A controvérsia na fisiopatologia da SBr permanece atual, entre a teoria
da repolarizacdo, que envolveria a natureza mais ibnica e a teoria da
despolarizacdo, com perfil mais anatdbmico, ou ainda, a soma dos dois
mecanismos (figura 5)** 3. O substrato epicardico, descoberto em necropsia
de pacientes com SBr,** vem sendo explorado pelo mapeamento
eletroanatdmico e, a ablacéo por cateter desse substrato, pode se configurar
como um tratamento promissor. Ha dados surpreendentes da melhora
eletrocardiogréafica, entretanto esses achados carecem de seguimento em

longo prazo®.
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8 ENDOCARDIUM

*

Figura 5: Fisiopatologia da SBr. A) Diferenca entre o potencial de acao
endocardico (*) e o epicardio, com perda do domos (seta preta), B) Quando o
domos é patologicamente aumentado (seta vermelha), pode originar (C)
arritmias sustentadas. Adaptado de Priori SG. Card Electrophysiol Clin. 2018,

O sequenciamento do gene SCN5A detectou variantes genéticas em
pacientes com SBr, pela primeira vez, em 1998%°. Desde entdo, outras
variantes genéticas foram paulatinamente sendo incorporadas na patogénese
da doenca, seja por reduzirem a funcéo dos canais de sodio e de calcio ou por
aumentarem a funcdo dos canais Ito®’.

A SBr é uma doenca autossbmica dominante, com penetrancia
incompleta e expressividade variavel. As mutacdes no gene SCNb5A, que
codifica a subunidade alfa no canal de sodio cardiaco (Na,l1.5), tém sido
identificadas em apenas 11 a 35% dos pacientes®®. Até o momento, foram
identificadas mais de 300 mutacbes no gene SCN5A, que cursam com
alteracdo da fase 0 e 1 do potencial de ac&do cardiaco™.

Outros genes, com menor participacdo, tém sido envolvidos na
regulacdo do canal de sédio despolarizante, como SCN1B, SCN2B e SCN3B,
codificadores da subunidade beta do canal de sodio Na,1.5. Os canais de sédio

neuronais Na,1.8, codificados pelo SCN10A, podem modular a expressao
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genética do SCNb5a, sendo o terceiro gene mais frequentemente pesquisado.
Variantes patogénicas em GPD1L e RANGRF também podem resultar no
impedimento do influxo rapido de sédio, sendo a primeira pela capacidade de
reduzir a expressdo da membrana celular.

Além do comprometimento dos canais de so6dio na génese da SBr,
também sdo descritas alteracdes nos canais de potassio (genes KCNES,
KCNJ8, KCND3 e KCNE3) e calcio voltagem dependentes (genes CACNALC,
CACNB2B e CACNA2D1). O gene CACNALC é o segundo mais envolvido na
patogénese da doenca.

Apesar do progresso no diagnostico molecular, mais de 70% das
familias com SBr permanecem sem uma variante genética identificada. A luz
do conhecimento atual, cerca de 25 genes ja foram relacionados com a SBr,
porém grande parte das variantes descritas tem significado incerto e estdo
envolvidas com outras doencgas arritmogénicas (figura 6).

ReP, MCD ABCC9 KCNJ8 ReP
SQTL, SQTC, ReP CACNA1C IRRC10 MCD
ReP, SQTC CACNA2D1 PKP2 CA
sQTL, SQTC, ReP CACNB2 RANGRF sQrL
FGF12 SCN1B
GPD1L SCN2B
ReP HCN4 SCN3B
HEYZ2 SCN5A DSC, DNS, MCD, SQTL, CA
KCND2 SCN10A saTL
KCNDe SEMA3A
sQrL KCNE3 SLAMP
sQTL KCNE5 TRPM4 saTL
SQTL, SQTC KCNH2

Figura 6: Genes relacionados com a SBr, que também ja foram identificados
em outras cardiopatias/canalopatias. ReP: repolarizacdo precoce; MCP:
miocardiopatia dilatada; SQTL e SQTC: sindromes do QT longo e curto; DSC:
doenca do sistema de conducéo; DNS: doenca do né sinusal; CA: cardiopatia
arritmogeénica. Adaptado de Brugada, et al. J Am Coll Cardiol 2018;72 (9)*.
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O tratamento da SBr também contempla mudancas comportamentais
que, nesse caso, envolvem evitar refeicdes copiosas, libacao alcodlica e uso de
medicacfes que agravem o defeito ibnico. Os pacientes sintomaticos séo
considerados de maior risco e podem necessitar do implante do CDI. Nos
pacientes assintomaticos, a decisdo sobre o implante de CDI é mais
controversa. A definicdo de alto risco nesse grupo de pacientes depende da
avaliacdo de sinais eletrocardiograficos e, principalmente, de dados obtidos

pelo estudo eletrofisiolégico (EEF)?.

1.2 Diagnostico molecular

O genoma humano € constituido por cerca de 3 bilhdes de pares de
nucleotideos e contém cerca de 20.000 genes conhecidos. Cada gene €
constituido por sequéncias codificadoras de proteina (exons), que
compreendem cerca de 1% do genoma humano, e ndo codificadoras (regidoes
reguladoras, intrénicas e intergénicas). Apesar do reconhecimento crescente
de que por¢des ndo codificantes do genoma tém propriedades regulatorias
importantes e podem participar na patogénese da doenca, 0s testes genéticos
clinicos para canalopatias permanecem direcionados e focam as regides
codificantes das proteinas*" *2.

Desde a introducédo dos testes genéticos na pratica clinica em doencas
cardiovasculares hereditarias, o numero e o tamanho dos genes investigados
aumentaram progressivamente. Até ha 15 anos, a deteccdo de mutacdes era
realizada por técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
Polimerase Chain Reaction) seguido de cromatografia liquida desnaturante
(DHPLC, do inglés: Denaturing High Performance Liquid Chromatography)®.
Entretanto, sua sensibilidade para deteccdo de variantes era baixa e altamente
dependente da otimizacéo adequada da técnica®.

Com o avancgo da tecnologia, o sequenciamento direto do DNA tornou-
se o método padrédo-ouro para a deteccdo de variantes genéticas. Esse, por

sua vez, € o processo de determinar a ordem precisa de nucleotideos dentro
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do fragmento de &cido nucléico®. Nos Ultimos 30 anos, a tecnologia de
sequenciamento classico de DNA, conhecido como método de Sanger, foi a
abordagem de escolha em doencas mendelianas. As sequéncias de DNA sao
de alta qualidade para trechos relativamente longos (por volta de 900 pares de
bases)*. E especificamente usado para sequenciar partes do DNA, entretanto,
€ caro e ineficiente para sequenciamentos em larga escala, como o
sequenciamento multigénico ou de genoma completo®.

O sequenciamento paralelo massivo, ou sequenciamento de nova
geracdo (NGS, do inglés, next generation sequencing) é atualmente o método
de escolha, quando se deseja a avaliagdo de um painel de vérios genes, do
exoma ou até do genoma. Nessa tecnologia, o0 DNA é clivado para gerar
fragmentos curtos que sdo distribuidos em um chip composto por uma
superficie de vidro, duplicado varias vezes até criar fragmentos de DNA com a
mesma sequéncia. Esses fragmentos aparecem como pontos em uma tela de
imagem. Sao adicionados reagentes que coram 0s nucleotideos e depois sdo
lavados, sendo cada ponto fotografado entre cada ciclo. A cor de um ponto
apos um ciclo corresponde a um nucleotideo especifico ligado as cadeias de
DNA imobilizadas daquele local. Desta forma, a sequéncia de nucleotideos é
gerada para cada ponto. Cada sequenciamento incluird milhares de pontos,
cada um gerando 50 a 100 sequéncias-base. A traducdo desse enorme
conjunto de dados em sequéncias de nucleotideos para regiées especificas do
genoma utiliza ferramenta computacionais, permitindo a leitura macica do
gendtipo humano®’.

O NGS permite a deteccdo de variantes que devem ser filtradas e
selecionadas para interpretacdo clinica. O principal desafio € identificar quais
sdao causais entre 4 milhdes de variantes em cada genoma, incluindo mais de
12.000 variantes ndo sindnimas e talvez mil variantes supostamente funcionais
e patogénicas®. A grande maioria das variantes do genoma sdo polimorfismos,
sem efeito concreto sobre um fendtipo, e sdo detectadas em alta frequéncia na
populacéo geral®.

A classificacdo das variantes seguem um protocolo que inclui o uso de
filtros de frequéncia populacional, pesquisas de banco de dados e sites de

predicdo do efeito funcional®*. Em 2015, foi publicada a recomendacdo do
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Colégio Americano de Genética Médica e Genbmica (American College of
Medical Genetics and Genomics, ACMG), que guia a classificacdo das
variantes genéticas™®. A interpretacdo das variantes deve ser cuidadosa,
multidisciplinar e periodicamente revisada, o0 que representa um grande desafio

para os profissionais envolvidos em laudos de testes genéticos>".

1.3 Importancia do diagnéstico molecular

O papel do diagnostico molecular das arritmias geneticamente
determinadas (SQTL e SBr) tem sido destacado no consenso conjunto
americano e europeu de testes genéticos desde 2011. Os beneficios potenciais
nesta abordagem sd&o: confirmacdo diagnostica, terapia gendtipo-guiada,
identificacdo dos individuos ndo carreadores e dos carreadores silenciosos
que, por sua vez, podem adotar medidas para prevencdo de morte subita, bem
como o aconselhamento genético*>2.

No que se refere em especial a SQTL, o diagndstico molecular pode
permitir o tratamento genotipo-guiado, principalmente nos subtipos 1 e 2, que
sdo mais prevalentes e, portanto, mais estudados. Este inclui desde as
recomendacdes comportamentais, até as decisfes farmacoldgicas, podendo
também fornecer informacdes progndsticas®®. Os individuos carreadores
silenciosos, ou seja, com intervalo QTc normal, ndo estéo isentos de risco de
arritmias graves e compdem até 25% da populacdo em risco®*.

O perfil mutacional é também dependente das caracteristicas raciais e
da interacdo dos genes, que podem caracterizar o fen6tipo, juntamente com os
fatores ambientais. A maioria das publicacdes com estudos genéticos em
canalopatias envolveu populagbes caucasianas ou asiaticas. As informacgdes
disponiveis na literatura carecem de contribuicdo nacional, especialmente em
Nosso pais, historicamente com alto grau de miscigenagao.

Até o momento tem havido uma lenta incorporacdo dos testes
genéticos para a pratica clinica no Brasil, uma vez que h& escassez de

recursos para sua realizacdo em laboratérios de pesquisa ou na rede publica.
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Deste modo, a populagéo brasileira e o seu perfil heterogéneo ndo tém sido
contemplados nos estudos clinicos.

A formacéo de um centro especializado em arritmias hereditarias pode
otimizar o diagndstico clinico, a interpretacdo dos testes genéticos e o
aconselhamento familiar™. Este tipo de abordagem direcionada e qualificada
tem se mostrado util na reducéo da taxa de eventos ameacadores da vida e, de
modo interessante, na reducdo de indicacdes de CDI, o que pode melhorar a
custo-efetividade do atendimento®®.

N&o existem, em nosso meio, informacdes sobre analise genotipica e
sua associa¢cdo com caracteristicas fenotipicas em pacientes com sindrome do
QT Longo Congénito e sindrome de Brugada. Esses dados sdo de fundamental
importancia para verificar a reprodutibilidade dos estudos internacionais na
populacdo brasileira. Além disso, a contribuicdo com dados de correlacdo
gendtipo-fendtipo para a literatura mundial € especialmente importante no

contexto de doencas raras, como as canalopatias cardiacas.



2 Objetivos
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2.1 Objetivo primario

Analisar o perfil mutacional dos pacientes com SQTL e SBr em uma
Instituicdo de Referéncia em Arritmias Genéticas no Brasil.

2.2 Objetivos secundérios

1. Avaliar aspectos da associacao genoétipo-fendtipo em pacientes e
familiares;
2. Explorar a interpretacdo das variantes genéticas relacionadas a

Sindrome do QT Longo e a Sindrome de Brugada.



3 Métodos
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Trata se de um estudo de coorte longitudinal, observacional,

unicéntrico em pacientes portadores de SQTL e SBr.

3.1 Aspectos éticos

Esse estudo foi submetido e aprovado pela Comissédo Cientifica do
INCor/HCFMUSP e pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do HCFMUSP (SDC 4042/14/022).
(Apéndice A)

O procedimento proposto foi delineado de acordo com as
recomendacdes e as diretrizes das principais sociedades especificas da area
nacional e internacional. Todos os individuos participantes assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, no qual concordaram com a realizacéo

do painel genético ou do teste genético direcionado. (Apéndice B)

3.2 Casuistica

Um total de 277 pacientes, probandos e familiares, foram incluidos em
um registro de Canalopatias Cardiacas, provenientes do ambulatério de
Arritmias Cardiacas do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Sao Paulo (InCor-HCFMUSP). O periodo de
inclusdo foi iniciado em 1993 nos pacientes com SQTL e em 1999 nos
pacientes com SBr. Foram considerados como critérios de inclusdo no registro
0S pacientes com:

e Diagnostico clinico de SQTL e SBr, conforme critérios da Diretriz
Européia em Arritmias Ventriculares e Prevencgéo de Morte Subita
(tabela 2)*.
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e Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Tabela 2: Critérios diagnésticos***

Sindrome do QT longo Congénito

Sindrome de Brugada

- Presenca de intervalo QTc = 480ms
em ECG seriados;

- Escore de Schwartz = 3,5;

- Portadores de variantes patogénica
para SQTL, independente do
intervalo QTc.

- Padrao eletrocardiogréafico de SBr
tipo 1, em uma ou mais derivagdes
precordiais direitas, no 2°, 3° ou 4°
espacos intercostais, espontaneo ou
induzido por bloqueadores dos canais
de sodio ( ajmalina, flecainida,

procainamida ou pilsicainide).

* Na auséncia de causas secundarias.

Dados Gerais

As caracteristicas basais foram obtidas nas visitas médicas periodicas,
realizadas a cada 6 meses a 1 ano. A avaliagdo dos pacientes incluiu:
anamnese, historia familiar, exames laboratoriais, eletrocardiograma padréao de
12 derivagdes, Holter de 24 horas e ecocardiograma transtoracico.

As variaveis demograficas consideradas foram: idade, sexo e etnia. As
variaveis clinicas de interesse foram a manifestacéo clinica inicial (sincope de
origem arritmica, respiracdo agobnica noturna ou PCRec) e eventos arritmicos
potencialmente fatais (EAPF) no seguimento, tais como taquicardia ou
fibrilacdo ventricular (TV/FV) sustentadas, terapias apropriadas do CDI e MSC.
A sincope de origem arritmica presumida foi definida como uma perda abrupta
de consciéncia ocorrendo sem prodromos especificos, ou uma perda de
consciéncia durante o sono.

O heredograma dos pacientes foi obtido na primeira consulta e
atualizado periodicamente, contemplando pelo menos trés geracbes, com 0
uso de ferramenta online (https://app.pedigreedraw.com). Nos familiares
indagamos o histérico de sincope e a ocorréncia de MSC precoce, definida
como aquela que ocorresse na auséncia de cardiopatia, quando antes dos 45

anos de idade.
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Conforme a apresentacdo da doenca e por decisdo clinica, foram
também realizados cineangiocoronagrafia ou angiotomografia de coronarias e
ressonancia cardiaca. O tempo de seguimento foi definido a partir do
diagndstico até a ultima avaliacdo, contato telefénico ou 6bito.

A indicacdo de cardiodesfibrilador implantavel (CDI) foi baseada em
protocolos institucionais, de acordo com as diretrizes internacionais, em
pacientes com sincope presumivelmente arritmica ou PCRec. Nos pacientes
com SBr, houve também a indicacdo do CDI nos casos em gue houvesse
TV/FV induzidas pelo EEF?.

Sindrome do QT longo Congénito

Os dados eletrocardiograficos para o registro da SQTL, obtidos no
eletrocardiograma de 12 derivacbes foram: a frequéncia cardiaca (FC), o
intervalo QTc basal, sem interferéncia de medicacfes ou disturbios eletroliticos
(medido pela férmula de Bazett, nas derivacdo DIl ou V5) e a presenca de
entalhe na onda T em pelo menos 3 derivacbes contiguas. O escore de
Schwartz foi calculado (ANEXOS, tabela 1) a partir dos dados clinicos e
eletrocardiograficos obtidos na apresentacdo. Todas as medidas
eletrocardiogréaficas foram feitas por pelo menos 2 observadores (LS e FD) e,

eventuais divergéncias, eram decididas por consenso.

Sindrome de Brugada

Nos pacientes com SBr foi também realizado o eletrocardiograma com
as derivacdes precordiais superiores. Os dados de interesse coletados no ECG
foram: intervalos PR e QRS, f-QRS, padrédo de repolarizagdo precoce em
derivacdes periféricas, sinal de aVR e onda S em D1. O intervalo PR e os
complexos QRS foram medidos na derivacdo DII, sendo que o complexo QRS
foi também medido em V2°’. A f-QRS foi definida como o achado de dois ou

mais entalhes no complexo QRS, nas derivacdes V1 a V3*. O sinal de aVR
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positivo foi definido por uma onda R = 3mm ou a relacdo R/q = 0,75. *® Uma
onda S profunda em DI foi considerada se a voltagem fosse = 0,1mV e/ou se a
duracéo fosse = 40ms°>™.

Conforme indicacdo clinica, ou seja, nos casos em que houvesse
suspeita de SBr, sem ECG tipo 1, os pacientes eram submetidos ao teste de
ajmalina. O protocolo de infuséo foi de 10mg de ajmalina endovenosa a cada
dois minutos até 1mg/kg. O teste foi considerado positivo se o padrdo de
Brugada tipo 1 fosse demonstrado nas derivacfes precordiais direitas em
posicdo padrdo ou derivacdes superiores®.

O estudo eletrofisiolégico (EEF) foi realizado em 75 dos 119 pacientes
(63%). As medidas basais dos intervalos de conducéo e estimulacéo ventricular
programada foram registradas. A estimulacéo ventricular programada (EVP) foi
realizada em dois locais (apice do ventriculo direito e via de saida do ventriculo
direito, a menos que o paciente tivesse taquicardia ventricular induzida no
primeiro local), com energia do dobro do limiar diastdlico, utilizando dois ciclos
de acionamento (S1: 600 e 430 ms) até 3 estimulos extras (S2 a S4), adotando
200ms como o menor intervalo de acoplamento. O EEF era considerado
positivo quando fosse induzida TV/FV sustentada®. O periodo refratario
ventricular efetivo (PRVe) foi definido como o intervalo S1-S2 mais longo que
falhasse na obtencdo da captacao ventricular. Se houvesse conducdo abaixo

de 200ms, o PRVe era definido como “menor que 200ms”®?.

3.3 Sequenciamento

3.3.1 Selecao de probandos para o teste genético

Entre outubro de 2015 a marco de 2019 foram genotipados probandos
com SQTL e com SBr, tanto os ja diagnosticados nesse periodo, como 0s ja
pertencentes ao registro InCor. Os probandos foram avaliados pelo

sequenciamento de nova geracao (Next Generation Sequencing - NGS).
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3.3.2 Seguenciamento de nova geracgao

Foram coletados 8mL de sangue periférico em tubo de EDTA, de cada
individuo. A extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit DNeasy Blood &
Tissue Kit (Qiagen), segundo o protocolo do fabricante. Para o sequenciamento
de nova geracdo foram utilizadas duas técnicas distintas de preparacdo de
biblioteca e de sequenciamento. Independente da técnica utilizada, foram
criados painéis de genes customizados contendo genes relacionados com
arritmias hereditarias.

Para o sequenciamento utilizando a plataforma lon Torrent PGM™,
desenvolvida pela Life Technologies, foi utilizado o kit de preparo de biblioteca
Haloplex Target Enrichment System (Agilent Technologies), sendo parte das
corridas realizadas com o kit de sequenciamento lon PGM 200 Sequencing Kit
v2 e, devido a otimizacdo dos kits pelo fabricante, parte das corridas foram
realizadas com o kit PGM Hi-Q Sequencing Kit. Cada corrida consistia no
sequenciamento de trés amostras de DNA com a utilizagdo do chip lon 318,
com um desempenho esperado de 1 Gigabase (Gb) de resultado.

Para o sequenciamento na plataforma Miseq (lllumina), as bibliotecas
foram construidas utilizando o kit Nextera® Rapid Capture Custom Enrichment
Kit (Illumina) e o sequenciamento realizado com MiSeq Reagent Kit v2 (300
ciclos). Em cada corrida foram sequenciadas de vinte amostras de DNA,
esperando-se um output maximo de até 4.5-5.1 Gb. A cobertura esperada para

os fragmentos capturados foi de 200x.

Desenho do Painel Genético

Os painéis de genes utilizados no sequenciamento de nova geracao

foram customizados pelo nosso grupo, sendo os genes escolhidos aqueles
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com maior probabilidade de estarem relacionados com arritmias hereditérias.
(Apéndice C).

Os desenhos das sondas foram feitos a partir das ferramentas online
disponibilizadas pelos fabricantes dos kits de preparo de biblioteca. Para o
preparo do kit Haloplex foi utilizada a ferramenta SureDesign (Agilent
Technologies, https://earray.chem.agilent.com/suredesign/) e para o Nexera a
ferramenta Design Studio (lllumina, https://designstudio.illumina.com/), na qual
foram indicados os genes de interesse, pelas siglas do banco RefSeq® e a
versao do genoma humano referéncia (hgl9). Apenas as regides codificantes
foram indicadas como alvo, mantendo 10pb de regibes intrénicas nas
extremidades 3’ e 5’ de cada exon.

O desenho final consistiu de 3.342 regifes alvo para o painel Haloplex
e 3.384 regidbes alvo para o painel Nextera, abrangendo 677.444pb e
960.659pb, respectivamente. Para o painel Haloplex, a cobertura total predita
das regides alvo foi de 99,57%. J& para o painel Nextera, a cobertura total das

regides alvo foi de 99%.

Analise de dados de NGS

Os dados brutos gerados pelo equipamento de NGS (arquivos FASTQ)
foram importados no software CLC Genomics Workbench 8.0 (QIAGEN), e
processados dentro de um pipeline de andlises padronizado pelo nosso
laboratério.

Os arquivos FASTQ foram submetidos a um processo de controle de
qualidade (trimming), com remocdo das sequéncias de baixa qualidade. As
sequéncias de boa qualidade foram alinhadas com o genoma humano
(hg19/GRCh37). Um arquivo de alinhamento (BAM) e um relatério de cobertura
das regides-alvo foram gerados apds essa etapa.

Apo6s o alinhamento, foi realizada a chamada de variantes, a qual
consistia na deteccéo de alteracdes em heterozigose e homozigose presentes
nas amostras sequenciadas. Os critérios minimos para a chamada de

variantes foram: cobertura da regido-alvo de pelo menos 10x; qualidade
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minima da regido-alvo = Q30; presenga bidirecional da variante, com
concordancia de pelo menos 5% entre sequéncias forward e reverse.

Todas as variantes detectadas nesse processo foram anotadas de
acordo com a sua localizacdo no gene (se estavam localizadas no exon ou
intron) e impacto funcional (se apresentavam potencial alteracdo na proteina).
As variantes também foram anotadas de acordo com o banco de dados
dbSNP138, para verificacdo inicial de alteracdes ja descritas®.

Todas as informacfes geradas nesse processo foram entdo exportadas
do software em uma planilha XLS, para que pudessem ser feitas as analises

manuais de cada uma das variantes encontradas.

3.3.3 Sequenciamento por Sanger

Foi realizado sequenciamento automéatico de DNA por terminacédo de
cadeia, seguido de eletroforese capilar (sequenciamento por Sanger) quando
se julgou necessario comprovar as variantes encontradas, por meio do método
NGS (insercbes e delecbes ou regides de genes causais com baixa cobertura)
e no rastreamento familiar direcionado, descrito nessa secéao.

Apos a extracdo do DNA, a reacdo de PCR foi realizada utilizando
oligonucleotideos customizados desenhados utilizando a ferramenta online
Primer3web (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)**, especificos para a regido de
amplificacdo desejada. Os produtos de PCR foram verificados em gel de
agarose 2% para a presenca de produtos do tamanho esperado e auséncia de
contaminagao. Em seguida, foi realizada purificacdo enzimatica com illustra™
ExoProStar™ (GE), segundo instrucbes do fabricante, para remocao de
excesso de oligonucleotideos e nucleotideos livres. A reacdo de
sequenciamento se deu utilizando o BigDye® Terminator v3.1 sequencing
standard kit (Thermo Fisher), utilizando os mesmos oligonucleotideos da
reacado de PCR, seguido de precipitacdo dos produtos utilizando etanol/EDTA.

Apés purificagdo, as amostras foram novamente suspensas em Hi-Di™
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Formamide (Thermo Fisher) e submetidas a eletroforese capilar no
equipamento 3500xL Genetic Analyzer (Thermo Fisher).

Os eletroferogramas gerados foram analisados utilizando o software
Geneious (https://www.geneious.com/)®®>. Os segmentos continuos de DNA
(contigs) formados pelo sequenciamento bidirecional foram alinhados conforme

a sequéncia referéncia baixada do banco de dados NCBI para cada gene®®.

34 Andalises de variantes

Foram selecionadas as alteracfes preditas como causadoras de
modificacdo na sequéncia das proteinas. Dentre essas, poderiam ser
encontradas alteracbes causadoras de troca de aminoacido (missense),
geradoras de codon de parada (nonsense), causadoras de mudanca no quadro
de leitura do gene (frameshift), e as possivelmente modificadoras de sitio de
splicing. Foram consideradas para a andlise as variantes pontuais (envolvendo
apenas um nucleotideo), as insercdes e as dele¢bes envolvendo um ou mais
nucleotideos.

Foi utilizado filtro para variantes com baixa frequéncia populacional
(minor alelle frequency, MAF <0,1%), conforme a consulta de bancos de dados
do projeto de sequenciamento genbmico (Genome Aggregation Database -
gnomAD) e do banco de dados nacional em exoma (Arquivos Brasileiros Online
de Mutacdes - ABraOM).

As ferramentas de pesquisa Pubmed e ClinVar foram utilizadas para
buscar descri¢cdes prévias na literatura, estudos funcionais e para verificar a
classificacdo das variantes atribuidas pelos outros laboratérios, juntamente
com a evidéncia fornecida para a mesma.

As variantes tipo missense foram submetidas a analise in silico, por
quatro algoritmos de predicdo de impacto funcional: Mutation Taster, Protein
Variation Effect Analyzer (PROVEAN), Sort Intolerant from Tolerant (SIFT) e
Polymorphism Phenotyping 2 (PolyPhen-2), que avaliam o grau de impacto da

substituicdo do aminoé&cido original pela variante, por meio da analise da
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conservacao evolutiva da regido proteica alterada (entre espécies distintas) e
das caracteristicas bioquimicas dessa regido ou dominio.

A classificacdo das variantes nos genes causais foi baseada nos
critérios ACMG (ANEXOS, tabela 2A e 2B)*, sendo utilizada uma ferramenta
online para a pontuacao e classificacdo (www.medschool.umaryland.edu/Gene
_Variant_Interpretation_ Tool1.html/)®’. As variantes classificadas como classe
3 (VUS, variant of uncertain significance), classe 4 (possivelmente patogénicas)
ou classe 5 (patogénicas)® foram descritas em detalhes, conforme sua
frequéncia populacional e avaliacao in silico.

Em um painel de 100 genes, a luz do conhecimento vigente, foram

considerados 18 genes causais para SQTL e 20 genes causais para SBr (figura
7)14,69.

( Genes SQTL \

KCNQIANK2 AKAP9
f \ KCNE2 KCNE1 CAV3

Genes SBr CACNAIC | KCNJ2 KCNJ5 SCN4B
KCNH2
ABCCY GPDIL SNTA1 RYR2 TRDN
SCNSA CALM1 CALM?2

CACNA2D1  CACNB2

KCN4 KCNJS SCN1B

KCND2 KCND3 \ )
KCNE3 KCNE5

PKPZ RANGRF SLMAP
QCNSB SCNI10A SCNZ2B

Figura 7: Genes considerados causais na SQTL e na SBr, demonstrando 0s
genes em comum na intersecgao’’.

35 Cascata de rastreamento familiar

ApoOs a identificacdo genética do probando, os familiares de primeiro
grau foram convocados para o rastreamento clinico e/ou genotipagem.
Conforme a cascata de rastreamento familiar (figura 8), o teste genético, por
meio do sequenciamento classico (Sanger), foi o método de triagem nas
familias de probandos com variantes patogénicas. A partir do resultado do

probando, em familiares ja diagnosticados na triagem clinica, a presenca da
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mutacdo foi considerado um teste confirmatorio. Para o0s pacientes
assintomaticos e sem fendtipo, o teste genético foi realizado para detectar os
carreadores silenciosos®. Os familiares de pacientes sem identificacdo
molecular ou portadores de VUS foram convocados para a triagem clinica
ambulatorial. O rastreamento genético, ndo recomendado rotineiramente em
casos de VUS, foi feito para fins de analise de segregacao e classificacdo de
variantes. Quando os probandos eram portadores de variantes possivelmente
patogénicas, a avaliacdo clinica foi complementar e os dados de co-

segregacao foram também utilizados na classificagdo das variantes.

Genética do Probando

Variante nao

Variante Classe 5

Variante Classe 4

Variante classe 3

encontrada

Avaliagao genética dos
familiares

Avaliagao clinica e
genética dos familiares

Avaliacgao clinica dos
familiares

Avaliagao clinica dos
familiares

Avaliagao clinica em
portadores da variante

Avaliagao Genética
conforme resultado*

’ Incorporagao da cossegregacgio na classificagao** ‘

Figura 8: Cascata de rastreamento clinico e genético. * avaliacdo genética
conforme resultado clinico; havendo familiares afetados, foi realizado estudo de
co-segregacao. ** A co-segregacao foi classificada como forte, moderada ou
fraca’*, com incorporacédo dos dados pelos critérios do ACMG™.

Os resultados obtidos nos estudos de co-segregacao foram utilizados
no escore do ACMG para refinar a interpretacado das variantes. Foi utilizado o
modelo proposto por Jarvik et. al, categorizando a evidéncia da co-segregacéo
em nivel complementar (supporting), moderado (moderate) ou forte (strong)’*.

Conforme o critério diagnéstico das diretrizes internacionais,?* os

familiares do grupo SQTL com variante patogénica identificada foram todos
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incluidos no registro, independente do fendtipo; ja os pacientes com SBr foram
incluidos apenas se exibissem o padréo de Brugada tipo 1.

3.6 AssociacfOes Genotipo-Fendtipo

Nos pacientes com SQTL e SBr foram verificados os critérios clinicos
que poderiam se relacionar com a presenca de variantes patogénicas ou
possivelmente patogénicas. Pacientes portadores de VUS foram considerados

como genotipo indefinido pelos critérios vigentes na ocasidao do método.

Na Sindrome do QT longo congénito

Os pacientes foram divididos em 4 grupos, conforme o tipo de SQTL:
portadores de variantes em KCNQ1 (SQTL1), portadores de variantes em
KCNH2 (SQTL2), portadores de variantes em SCN5A (SQTL3) e portadores de
variantes em KCNJ2 (SQTL7), que jA compunham o0s maiores grupo no
registro do InCor.

As variaveis comparadas entre os grupos foram: sexo feminino, a
presenca de sincope ou PCRec, ritmo flagrado com os sintomas, fatores
desencadeantes da arritmia (esforco, estresse emocional, puerpério, gestacao,
repouso/sono ou desconhecido), além do intervalo QTc, a presenca de notch
ao ECG e o escore de Schwartz. A penetrancia da doenca foi calculada nos 4
grupos, considerando a relacéo entre afetados (fenétipo positivo) pelo numero
total de carreadores (genétipo positivo)’2.

Na Sindrome de Brugada
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Os pacientes foram classificados em dois grupos: SCN5A presente ou
ausente, considerando apenas as variantes patogénicas e possivelmente
patogénicas. As variaveis comparadas entre os grupos foram: idade, sexo
masculino, presenca do padréo tipo 1 espontaneo, histéria familiar de MSC e

os dados obtidos no eletrocardiograma e no estudo eletrofisioldgico.

3.7 Analise estatistica

Foram descritas as caracteristicas dos pacientes segundo cada
variavel de interesse, com uso de frequéncias absolutas e relativas para as
variaveis qualitativas, sendo verificada a associacdo com uso de testes qui-
quadrado ou testes exatos de Fisher e foram utilizadas medidas resumo (média
e desvio padrdo) para as varidveis quantitativas e comparados os valores
segundo as variaveis de interesse com uso de testes t-Student (Kirkwood e
Sterne, 2006).

Na SQTL, foram descritas as caracteristicas qualitativas dos pacientes
segundo genotipo com uso de frequéncias absolutas e relativas e verificada a
associacdo dessas caracteristicas com o gen6tipo com uso de testes da razéo
de verossimilhancas (Kirkwood e Sterne, 2006). As caracteristicas quantitativas
foram descritas segundo gendtipo com uso de medidas resumo (média +
desvio padrdo ou mediana (minimo e maximo) e comparadas com uso de
analise de variancias (ANOVA) e testes Kruskal-Wallis respectivamente
(Kirkwood e Sterne, 2006) seguidos de compara¢des multiplas de Bonferroni e
comparacdes multiplas de Dunn respectivamente (Neter, et. al., 1996) para
verificar entre genétipos ocorreram as diferencas.

Para realizacdo das analises foi utilizado o software IBM-SPSS for
Windows versdo 20.0 e para tabulacdo dos dados foi utilizado o software
Microsoft Excel 2003. Os testes foram realizados com nivel de significancia de
5%.
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4.1 Dados gerais do registro

Foram incluidos no registro 277 pacientes, sendo 158 com diagnadstico
de SQTL (158/277; 57%) e 119 com diagnostico de SBr (119/277; 43%). A
porcentagem de probandos entre os portadores de SQTL foi de 53,2% (84/158)
e entre os pacientes com SBr foi de 78,2% (93/119). A idade média dos
pacientes com SQTL foi de 26 +19,7 anos e a dos pacientes com SBr foi de
41,1 + 13,9 anos. O sexo feminino foi mais frequente na casuistica de SQTL
(104/158; 65,8%), enquanto que nos casos de SBr houve maior frequéncia
para 0 sexo masculino (84/119; 70,6%). Os pacientes eram
predominantemente da raca branca em pacientes com SQTL (124/146; 84,9%)
e em pacientes com SBr (77/119; 64,7%). Os dados gerais estdo sumarizados
na tabela 4.

Tabela 4. Dados dos pacientes do registro

SQTL SBr p-Valor
N=158 N=119
Idade (anos), média + DP 26 £19,7 41,1 +13,9 <0,001
Sexo feminino, n % 104 (65,8) 35 (29,4) <0,001
Raca 0,008
Branca, n/N % 124/146 (84,9) 77/119 (64,7)
Negra, n/N,% 1/146 (0,7) 1/119 (0,8)
Amarela, n/N,% 4/146 (2,7) 8/119 (6,7)
Parda, n/N,% 19/146 (13) 33/199 (27,7)
Probando n, % 84 (53,2) 93 (78,2) <0,001
Sequenciados, n/N,% 76/84 (90,5) 63/93 (67,7) <0,001

Gendtipo identificado* n/N,% 51/76 (67,1) 13/63 (20,6) <0,001

* portadores de variantes classe 4 ou 5

4.2 Avaliacéo genética de probandos

Entre outubro de 2015 a margco de 2019 foram sequenciados pela
tecnologia NGS 67,7% dos probandos com SBr (63/93) e 90,5% dos probandos
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SQTL (76/84). Para rastreamento familiar, pelo método de Sanger, foram

examinados 117 familiares de pacientes com SQTL e em 26 com SBr (figura
9).

Figura 9: CONSORT 2010 Fluxograma da populacéo submetida a avaliacao
genética.
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Foram encontradas variantes patogénicas (classe 5) e possivelmente
patogénicas (classe 4) em 51/76 (67,1%) probandos com SQTL. Em 10/76
(13,2%) probandos com SQTL foi encontrada uma variante classe 3. Nos
pacientes com SBr, em 13/63 (20,6%) foram identificadas variantes classes 4

e 5eem 8/63 (12,7%), variantes classe 3.

Sindrome do QT longo

Nos probandos com SQTL, foram encontradas variantes classes 4 ou 5
nos genes KCNQ1 (9/51; 17,6%), KCNH2 (30/51; 60,8%), SCN5A (6/51;
11,8%) e KCNJ2 (6/51; 11,8%). A presenca de variantes compostas classes 4
ou 5 foi observada em 2 pacientes, ambos do gene KCNH2.

Em dois pacientes encontramos duas variantes classe 3 em diferentes
genes (KCNQ1 com KCNH2; KCNE1l com KCNEZ2); em outros 3 pacientes
com variantes classe 3, jA havia uma variante classe 5 associada. O
detalhamento dos critérios sobre frequéncia populacional, predi¢do in silico,
classificacéo no Clinvar e ACMG estdo demonstrados em ANEXOS, tabela 4.

A maioria das variantes patogénicas nos pacientes com SQTL1 (5/8;
62,5%) e SQTL3 (4/5; 80%) foram do tipo missense; jA nos pacientes com
SQTL2 10/18 (55,6%) das variantes foram tipo nonsense (por exemplo,

delecao e frameshift).

KCNE1 VUS
2%
KCNE2 VUS 0 NE
2%

KCNH2 VUS

3%
KCNQ1 VUS

1%

KeNQ1*
15% | 14%

~ SCN5A*
9%

Figura 10: Variantes encontradas nos pacientes com SQTL.* variantes
patogénicas ou possivelmente patogénicas; VUS: variants of uncertain
significance; NE: n&o encontrado pelo NGS.
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Sindrome de Brugada

Nos pacientes com SBr , os 13 probandos identificados eram
portadores de variantes no gene SCN5A, sendo um portador de mutacdo
composta. Nao foram encontradas variantes classes 4 ou 5 nos demais genes
reportados como relacionados com a SBr. As variantes classificadas como
VUS foram detectadas em 7 pacientes no gene SCN5A e em 1 paciente no
gene SCN1B. (Figura 11)

O detalhamento dos critérios sobre frequéncia populacional e a

classificacdo das variantes na SBr estdo demonstrados em ANEXOS, tabela 5.

SCN1B VUS
1%

Figura 11: Variantes encontradas em pacientes com SBr. * variantes
patogénicas ou possivelmente patogénicas. VUS: variants of uncertain
significance; NE: ndo encontrado pelo NGS.

4.3 Rastreamento familiar

Na cascata de rastreamento familiar, a partir de 84 probandos com
SQTL, 74 familiares preencheram critérios de inclusdo para diagndstico de
SQTL. As principais caracteristicas de elegibilidade para o diagnéstico de
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familiares foram: intervalo QTc acima de 480ms (50/74; 66,7%) ou presenca de
uma variante patogénica nos genes suscetiveis a SQTL (24/74; 32,4%). (Figura
12).

N
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Numero de pacientes

H Probandos
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H Familiares

[8)]
|

o
|

KCNQ1 KCNH2 SCN5A KCNJ2
Variantes nos genes principais

Figura 12: Distribuicdo das variantes patogénicas e possivelmente patogénicas
na SQTL em probandos e familiares.

Nos pacientes com SBr, a partir de 93 probandos, foram identificados
26 familiares portadores de SBr. O diagnosticos dos familiares foi confirmado
pelo eletrocardiograma basal (16/26; 61,5%), pelo eletrocardiograma orientado
a ser realizado em vigéncia de febre (1/26; 3,8%) ou pelo teste de ajmalina
(9/26; 34,6%). Em 11/26 (42,3%) pacientes, o teste genético complementou o
diagndstico clinico.
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4.4  Associacdo genotipo-fenétipo

Sindrome do QT longo

Os pacientes portadores de SQTL apresentavam idade média de 26 +/-
19,7 anos, sendo 104 (65,8%) do sexo feminino. As principais caracteristicas
clinicas e evolutivas entre os subtipos de SQTL estdo representadas na tabela
6. O intervalo QTc médio encontrado nos probandos foi de 519,5 + 48ms e em
familiares de 487,6 + 42ms (p<0,005). O intervalo QTc médio foi mais
prolongado em probandos de SQTL 1 a 3 (respectivamente, QTc=530ms;
QTc=536ms e QTc=519ms), do que em probandos com SQTL7 (QTc=457ms).
A média do escore de Schwartz em probandos foi de 4,6 + 1,3. O antecedente

familiar de morte subita precoce foi relatado em 42,5% dos probandos (31/73).
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Tabela 7: Associagao genotipo-fendtipo em pacientes com SQTL

variavel SQTLL (N = 29) SQTL2 (N = 53) SQTL3 (N =11) SQTL7 (N = 16) e
Idade (anos), média + DP 23,6 +19,1 239+175 31,1+215 34,64 + 17,3 0,680*
Género feminino 19/29 (65,5) 31/53 (58,5) 5/11 (45,5) 12/16 (75) 0,419
Status Probando 9/29 (31,0) 30/53 (56,6) 6/11 (54,5) 6/16 (37,5) 0,124
Escore de Schwartz, média + DP 48+1,1 48+1,2 42+1,1 2+1,4a <0,001*
AF de MSC em probandos 4/9 (44,4) 11/28 (39,3) 2/6 (33,3) 5/6 (81,3) 0,322
Sintomas 13/29 (44,8) 27/51 (52,9) 5/11 (45,5) 8/16 (50) 0,904
Sincope 12/29 (41,4) 22/51 (43,1) 4/11 (36,4) 7/16 (43,8) 0,978
PCRec 1/29 (3,4) 8/51 (15,7) 1/11 (9,1) 4/16 (25) 0,150
Gatilhos dos sintomas 0,022
Estresse fisico 5/13 (38,5) 2127 (7,4) 1/5 (20) 2/8 (25)
Emocé&o/Susto/puerpério 6/13 (42,2) 9/27 (33,3) 0/5 (0) 3/8 (37,5)
Repouso/sono 0/13 (0) 9/27 (33,3) 4/5 (80) 0/8 (0)
Medicag¢bes/DHE 2/13 (15,4) 5/27 (18,5) 0/5 (0) 3/8 (37,5)
ECG
FC basal (bpm) 72,9 + 28,5 67,8 + 23,6 62 + 36,1 77 £23,2 0,166
Qtc, média + DP (Todos) 504,6 + 42,4 510,1+42,2 459 + 165,7 435,6 + 41,5a <0,001*
Qtc, média + DP (Probandos) 530,3+41,6 535,9+44,4 519 + 30,9 456,5 + 46,3a 0,002*
Presenca de Notch 1/22 (4,5) 31/46 (67,4) 2/9 (25) 0/16 (0) <0,001
CDI 5/29 (16,7) 18/50 (35,3) 4/11 (40) 3/16 (20) 0,218
EAPF 4/29(13,8) 10/50(20) 3/11(27,3) 4/16 (25) 0,721
Tempo de seguimento (anos),
mediana (min; max.) 8,2 (1; 22) 9,7 (0; 43) 6,7 (1; 13) 7,5 (1; 26) 0,828**

AF de MSC: antecedente familiar de morte subita cardiaca precoce, PCRec: parada cardiaca recuperada, DHE: distarbios hidroeletroliticos, CDI:
cardiodesfibrilador implantavel, EAPF: evento arritmico potencialmente fatal.
Teste da razdo de verossimilhancas; * ANOVA, ** Teste Kruskal-Wallis; a SQTL7 < todos os demais genétipos (p < 0,05)



Resultados 37

Entre os subtipos de SQTL nao houve diferengca entre as
caracteristicas idade, género feminino e status probando. Nos 158 pacientes
com SQTL, em 29/158 (18,4%) dos casos havia historia pregressa de PCRec
e, em 60/158 (38%) dos pacientes, a manifestacdo clinica era sincope
presumivelmente de causa arritmica. Os demais pacientes eram
assintomaticos (69/158; 43,7%). Dos 29 pacientes portadores de variantes
patogénicas ou possivelmente patogénicas em KCNQ1, 4/29 (13,8%) eram
carreadores silenciosos; em KCNH2 observamos essa ocorréncia em 8/53
(15,1%). A penetrancia observada nesses pacientes com SQTL1 e 2 foi em
torno de 85%. Todos os pacientes com SQTL3 eram sintomaticos ou
apresentavam intervalo QTc acima de 480ms (penetrancia de 100%). O
classico fendtipo clinico na SQTL7 foi observado em todos os pacientes,
considerando a triade dismorfismo facial, arritmias ventriculares e alteracdes
neurologicas, a despeito de um intervalo QTc normal (penetrancia de 100%).

A presenca do padrdo notch em trés derivacdes eletrocardiograficas foi
mais observada em pacientes com SQTL2 (31/46; 67,4%), em relacdo aos
demais subtipos de SQTL (p<0,001).

Os fatores relatados pelos pacientes como deflagradores do evento
arritmico, conforme o subtipo de SQTL, estdo resumidos e plotados no grafico
3. O gatilho esforco fisico foi observado nos 4 subtipos, sendo mais frequente
no SQTL1; as situacdes agrupadas em estresse emocional e puerpério foram
mais frequentes no SQTL2 e os eventos que ocorreram no sono foram mais
prevalentes nos SQTL2 e SQTL3. Nos pacientes com SQTL7, o principal
deflagrador foi o uso de medicacdes com potencial de aumentar o intervalo

QTc ou a presenca de disturbios eletroliticos. (Figura 13)
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Figura 13: Fatores deflagradores de EAPF, conforme os subtipos de SQTL.

Os pacientes com SQTL que foram submetidos ao implante de CDI
(47/158, 29,7%) tinham histérico de PCRec (22/47; 46,8%) ou de sincope
presumivelmente arritmica (25/47; 53,2%). No periodo de seguimento médio de
8,6 £7,9 anos, 40,4% (19/47) dos pacientes com SQTL receberam terapia
apropriada pelo CDI (figura 14). O percentual de EAPF foi menor em termos
absolutos nos pacientes com SQTL1, porém sem atingir diferenca estatistica
entre os demais grupos. A taxa anual de EAPF na populacdo geral com SQTL

foi de 2,2%, sendo que nos pacientes assintomaticos foi de 0,46%.

25/47 pts (53%)

por sincope
arritmicas

22/47 pts (47%)
por PCRec

47/158 pts com
CDI (29,4%)

19/47 pts (40,4%)
com terapias
apropriadas

Seguimento: 8,6
anos

Figura 14: Uso de CDI em pacientes com SQTL. Pts: pacientes
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Sindrome de Brugada

O padréo tipo 1 espontaneo foi observado em 89/119 (74,8%) dos
pacientes com SBr. A idade média do diagnostico foi de 41,1 anos (4 a 72
anos), 84/119 (70,6%) dos pacientes eram do sexo masculino e 93/119 eram
probandos. Na histéria clinica, 28/119 pacientes foram diagnosticados apoés
sintomas, como PCRec (9/119; 7,6%) ou sincope com caracteristicas
arritmogénicas (21/119, 17,7%). Dois pacientes estavam em investigacdo de
sincope e foram diagnosticados ap6s PCRec. Havia antecedente familiar de
morte sUbita precoce em 38/93 probandos (40,1%).

As caracteristicas clinicas, eletrocardiogréaficas e eletrofisiologicas dos
pacientes, conforme resultado do teste genético estdo demonstradas na tabela
8. Os pacientes carreadores de classes 4 ou 5 no gene SCN5A tiveram uma
apresentacao clinica mais precoce, em torno de 34 anos (p=0,037). No ECG
desses pacientes foi observado com maior frequéncia o sinal de AVR
(p<0,001), a presenca da onda S profunda e/ou empastada na derivagdo DI
(p=0,019) e a f-QRS (0,007). O intervalo PR foi numericamente maior em
portadores de mutagdo em SCN5A (p=0,065) e a duracdo do QRS em D2 e V2
foi semelhante entre os grupos.

Quanto aos aspectos relacionados ao EEF, foi obtida uma mediana
mais longa do intervalo HV em pacientes carreadores dessas variantes em
SCNb5A (48ms versus 68ms, p<0,001) quando comparados com 0s pacientes
sem genotipo identificado. Outros dados, como a inducdo de TV/FV e
PRVe<200ms foram semelhantes entre os grupos. A taxa anual de eventos foi
baixa (1,7% ao ano na populagcdo geral e 0,7% nos assintomaticos),
independente da presenca de mutagdes no SCN5SA.
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Tabela 8: Associagdo genétipo-fenétipo em pacientes com SBr

L SCN5A + SCNb5A - Total p-Valor

Variaveis
(N = 65) (N=23) (N =88)

Idade (anos), média + DP 41,2+ 14 339+14 41,1+£13,9 0,037*
Sexo masculino, n (%) 48 (73,8) 15 (65,2) 63 (71,6) 0,430
Tipo 1 espontaneo, n (%) 48 (73,8) 15 (65,2) 63 (71,6) 0,247
Sincope, n (%) 9 (13,8) 6/23 (26,1) 15 (17) 0,180
PCRec, n (%) 7 (10,8) 0 7 (8) 0,101
AF de MSC, n (%) 34 (52,3) 17 (73,9) 51 (58) 0,071
PR (ms), média £ DP 166,3+ 25,6 184,04+41,9 170.6+30,2 0,065**
QRS em DIl (ms), média = DP 105,6 + 20 111,3+20,9 105,3+21 0,254 **
QRS em V2 (ms), média + DP 105,2 + 18,6 108,2 + 21,8 103,7+19 0.581**
Sinal de aVR, n/N (%) 9/62 (14,5) 13/22 (59,1) 22/84 (26.2) <0,001
S em DI, n/N (%) 30/62 (48,4) 17/22 (77,3) 47/84 (56) 0,019
ReP em periféricas, n/N (%) 6/62 (9,7) 1/22 (4,5) 7184 (8,3) 0,454*
f-QRS, n/N (%) 5/64 (7,8) 7/23 (30,4) 12/87 (13.8)  0,007*
TVIFV induzida, n/N (%) 17/44 (38,6) 6/15 (40) 23/59 (39) 0,925
Intervalo HV(ms), mediana (min;max) 68 (50;110) 48 (35;65) 50 (35;110) <0,001**
PRVe<200ms, n/N (%) 5/34 (14,7) 2/15 (13,3) 7149 (14,3) 0,899*
EAPF no seguimento, n (%) 3 (4,6%) 3 (13) 6 (6,8) 0,168

SCN5A +: portadores de variantes classe 4 ou 5 no gene SCN5A, SCN5A -: ndo portadores.
PCRec: parada cardiaca recuperada; AF de MSC: antecedente familiar de morte subita precoce; ReP: repolarizagcédo
precoce; f-QRS: fragmentacéo de QRS; TV/FV: taquicardia/fibrilacao ventricular; HV: His-ventriculo; PRVe: periodo
refratario ventricular efetivo; EAPF: evento arritmico potencialmente fatal.
Chi-square test, * Teste exato de Fisher, ** Teste T de Student, DP: desvio padrao
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4.5 Dados gerais e desempenho do sequenciamento

O sequenciamento apresentou um output médio de 189,8 + 9,3 Mb. As
estatisticas de alinhamento mostraram uma média de 3,7 x 10° + 1,1 x 10° dos
reads gerados, que foram mapeadas nas regides-alvo contra a referéncia, cuja
especificidade média do alinhamento foi de 72,7+15%.

As variantes encontradas nos genes principais para SQTL
apresentaram cobertura média de 136 vezes e qualidade média de 35 (Q35,
probabilidade de erro menor que 0,1%). Nos pacientes com SBr, as variantes
encontradas tiveram cobertura média de 61,3 vezes e qualidade média de 37
(Q37, probabilidade de erro menor que 0,1%). A porcentagem média de
cobertura acima de 10 vezes nos genes alvos estudados foi de 93%.

O estudo das variantes nos 100 genes do painel, conforme selecéo de
baixa frequéncia populacional, gerou a andlise de 862 variantes, com média de

6,2 por paciente.
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As canalopatias cardiacas sdo consideradas doencas com perfil de
heranca genética mendeliana ainda a serem exploradas, uma vez que a
evolucdo dos novos conhecimentos fisiopatologicos tem crescido com a
descoberta de novas variantes genéticas e novos perfis fenotipicos. Apesar de
uma consideravel evolucao do conhecimento destas patologias nos ultimos 30
anos, muitas lacunas ainda permanecem, desde a precisdo dos critérios
clinicos e genéticos até a melhor intervencao para a prevencdo da complicacéao
clinica mais temivel, a morte subita. Acrescentam-se a estas questdes o fato de
existirem populacbes menos representadas em estudos, como a populacéo
brasileira.

Nosso estudo representa até o momento o maior e mais abrangente
registro em pacientes com canalopatias cardiacas na populacao brasileira. Foi
necesséria a exploracao de dados a partir de uma coorte historica em hospital
de referéncia em ensino, assisténcia e pesquisa para que um namero
consideravel de probandos e familiares fosse atingido, em especial os
portadores de sindrome do QT longo e sindrome de Brugada. Nossos dados
gerais apontam para um perfil de reprodutibilidade adequado em relacdo aos
obtidos nas demais casuisticas mundiais, que serdo discutidos por topicos das

canalopatias analisadas.

Sindrome do QT longo

O presente estudo € uma coorte longitudinal, com inclusdo de
pacientes desde a década de 90. Em nosso registro, a prevaléncia da SQTL foi
maior que de SBr, fato este esperado e justificado, uma vez que o diagnéstico
e a prevaléncia mundial da SQTL sé&o historicamente mais antigos.

A SQTL foi bastante estudada nos ultimos anos em populacdes
caucasianas, japonesas e chinesas. Um estudo realizado em afro-americanos,
mostrou que sua representatividade no registro norte-americano é de apenas
1,2% .” Além disso, esses registros possuem pouca diversidade étnica quando

comparada ao perfil tipicamente miscigenado da populacdo brasileira. Apesar
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da populagdo estudada ser predominante branca, sabemos que no Brasil a
raca autodeclarada possui falhas, conforme observado por Cardena et al, que
descreveram que quase 40% dos individuos autodeclarados como brancos
tinham DNA mitocondrial africano e as racas, de forma geral, apresentavam
algum nivel de ancestralidade amerindia*. Em nosso estudo, buscamos
associar o perfil clinico e mutacional da populagdo, para assim procurar
semelhancas ou divergéncias que possam ser Uteis na nossa pratica clinica.

A idade comum no diagnostico de SQTL oscila entre 20 e 30 anos,
como demonstramos em nossos pacientes, independente do subtipo de SQTL,
que esta de acordo com alguns registros’™ °. Outros, no entanto, descrevem
uma faixa etaria mais jovem, entre 10 e 20 anos, o que poderia guardar relacéo

com progndstico’” '8

. Além disso, o predominio de atendimento da populacdo
adulta ou pediatrica de uma determinada instituicdo também poderia levar a um
viés de selecéo.

Em nossa casuistica, observamos algumas caracteristicas que podem
ser peculiares ao perfil de gravidade dos pacientes, proprias de um hospital de
atendimento referenciado. A medida do intervalo QT, que é um forte preditor
consensual de eventos arritmicos potencialmente fatais, foi maior em nosso

registro do que a média obtida por outros autores (530 versus 490 a 500ms)>*
79,80,81

pY

Em relacdo a apresentacdo clinica inicial, mais da metade da
populacdo estudada (56%) referia sincope ou parada cardiaca recuperada. Em
comparacdo aos grandes registros recentes na literatura, Shimizu et al *’
descreveram que esta sintomatologia ocorreu em torno de 53% dos pacientes,
porém outros reportaram percentagem maior de pacientes assintomaticos (até
80 a 85% dos casos)>.

A tecnologia NGS possibilitou o diagndstico molecular de 67% dos
probandos com apenas um paciente homozigoto, portador da sindrome de
Jervell-Lange-Nielsen. Apesar dos recentes trabalhos alcancarem até 80% de

82

rendimento no resultado,” existem casuisticas, com diferentes critérios de

inclusdo, que reportaram em torno de 30 a 64% de testes positivos®® ®. A
distribuicdo dos subtipos foi diferente da observada em grandes registros, com

predominio de variantes classe 4 ou 5 em KCNH2 (46%), seguida da
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participacdo do gene KCNQ1 (14%). A principal diferenca foi a baixa
prevaléncia de portadores de SQTL1 e uma casuistica consideravel (9% dos

casos) da rara Sindrome de Andersen-Tawil (SQTL7)*®. E

importante
ressaltar que ha uma proporcéo incomum de pacientes com SQTL7 em nosso
estudo, o que pode ser atribuido ao viés de selecdo de um servico terciario ou
a complexidade do tratamento desses pacientes®.

A maioria dos estudos apresenta uma propor¢cdo semelhante de
pacientes com SQTL1 e SQTL2%. Quanto & natureza das variantes,
encontramos um leve predominio das mutacdes tipo nonsense sobre as tipo
missense na SQTL2, também observada em outras populacdes. Na SQTL1 e
na SQTL3 sdo esperados os achados de maior frequéncia de mutacdes tipo
missense, como também ocorreu em nosso registro. Nao foi possivel relacionar
esse dado a gravidade, pois nosso registro € menor que os grandes registros
multicéntricos que exploraram este dado™.

Com relacédo ao alto grau de penetrancia (85%) encontrada em nossa
populacdo com gendtipo identificado (SQTL 1 a 3), chama atencéo o fato de
esse dado ser maior que o encontrado por outros autores, em torno de 25% &'
E possivel que essa diferenca se deva a recente introducdo dos testes
genéticos em nosso servigo, pois 0s pacientes foram historicamente triados por
sintomas ou eletrocardiograma alterado e, apenas ap6s a implementacao dos
testes genéticos, foram também avaliados os carreadores assintomaticos.

Ja na casuistica de SQTL 3 era esperada uma alta penetrancia e
nossos dados foram concordantes com a literatura pesquisada.®® Nas familia
com SQTL7 (sindrome de Andersen-Tawil), constatamos uma valor médio
normal do intervalo QT e uma expressdo clinica variavel da triade clinica,
conforme esperado®®°. H4 uma frente de especialistas que interroga se essa
sindrome deve pertentecer aos subtipos de SQTL, justamento pelo intervalo
QU prolongado e ndo o QT, associada as suas partivulariedades
muitisistémicas™.

Ainda em relacdo a associacdo genotipo-fendtipo, observamos a
presenca do padrdo notch com maior frequéncia nos eletrocardiograma dos

portadores de SQTL2, caracteristica ja descrita por Porta-Sanchez et al®*.
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Em nossa casuistica, a semelhanca dos resultados publicados
originalmente por Schwartz et al, ndo houve gatilho exclusivo para um subtipo
de SQTL'. O que encontramos, foi um leve predominio do gatilho esforco na
SQTL1 e uma preponderancia de eventos no sono em SQTL3, indo de
encontro ao classico perfil ja descrito.

Em nosso registro de pacientes com SQTL houve um predominio de
pacientes do sexo feminino (66%), que é uma prevaléncia esperada na
literatura, ndo apenas pela expressao fenotipica, como também a relacdo com
arritmias potencialmente fatais genétipo-dependente®®. Pelo tamanho amostral
de pacientes, ndo subdividimos os tipos de SQTL conforme topografia da
mutacdo. Migdalovich et al, em um ensaio com 1166 pacientes com SQTL?2,
demonstraram que apdés o inicio da adolescéncia, as mulheres apresentaram
propensdo para eventos cardiacos potencialmente fatais, independente da
localizacdo da mutacéo (pore-loop ou ndo pore-loop); os homens, por sua vez,
apresentaram um risco maior quando a mutagdo em KCNH2 era tipo “pore-
loop™3. J& na SQTL1, Costa et al, entre 1051 portadores de SQTLI,
observaram risco igualmente elevado entre homens e mulheres com
acometimento na regiao “C-Loop” do IKs, enquanto que em outras topografias,
o0 risco é maior para homens. Nesse racional, a avaliagdo combinada de dados
clinicos e genéticos poderia ser usada para melhorar a estratificacdo de risco
nos pacientes com SQTL% %,

Por outro lado, Mazzanti et al questionaram a validade de estratificar os
pacientes conforme a natureza e topografia do defeito canalicular, pois a
penetrancia da doenca variou de 10 a 100% entre os 1.710 pacientes avaliados
em seu registro (subtipos 1 a 3). A conclusdo dos autores foi de que a
expectativa de elaborar estratégias de manejo para determinados tipos de
mutacdes (“C-loop” ou “pore-loop”) permanece ainda fora de alcance®®. Por
outro lado, a definicho em subtipos de SQTL é uma informacdo crucial e,
apesar de alguns dados clinicos (Ex. gatilhos da arritmia e formato de onda T)
indicarem o tipo de canal afetado, nenhuma informacéao é patognomonica para
uma classificacdo segura do subtipo de QT, com excecdo do teste genético.

Assim, o modelo mais consensual de estratificacdo de risco leva em
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consideracdo a associacéo do intervalo QTc e o subtipo de SQTL (gen6tipo)®*
53.

Em relacdo ao seguimento clinico, quase 30% dos pacientes foram
submetidos ao implante de CDI por sintomas, sendo que 40% receberam
terapia apropriada no seguimento, semelhante aos grandes centros de
exceléncia em atendimento das canalopatias cardiacas®*®®. Por fim, a taxa
anual de eventos no grupo geral (2,2%) e nos assintomaticos (0,2%) também é

semelhante aos grandes registros>.

Sindrome de Brugada

A SBr permanece um dos grandes desafios no diagnéstico e nas
decisdes terapéuticas em pacientes com arritmias hereditarias. Trata-se de
uma doenca com espectro clinico abrangente, compreendendo individuos de
baixo a alto risco. A gravidade clinica esta associada aos sintomas, que sao
infrequentes, e a presenca do padrdo tipo 1 espontaneo, que pode ser
intermitente, dificultando a categorizacao de pacientes em escala de risco.

A propria histéria natural dos pacientes com SBr mudou ao longo do
tempo®. O rastreamento familiar ativo e a melhoria no reconhecimento
eletrocardiografico podem ter contribuido para o crescente numero de

1?2 demostraram

pacientes de baixo risco nos registros mundiais. Curcio et a
uma diminuicdo do risco de eventos arritmicos quando o padrao de Brugada
tipo 1 foi identificado apenas nas derivacdes superiores, técnica amplamente
usada desde 2005 e introduzida nas diretrizes internacionais recentes?® . Em
nosso estudo, houve uma alta frequéncia do padrdo espontaneo de Brugada
tipo 1, porém em cerca de 73% pacientes (87/119) o diagndstico foi obtido no
ECG com derivagdes superiores. Esses achados poderiam contribuir para uma
menor taxa de eventos anuais observada ao longo dos anos nos registros
internacionais e em nossos pacientes (1,13% ao ano), em comparagao com
outros registros mais antigos (tabela 9).

O aumento do diagndstico e a melhora progressiva da sobrevida

podem também ser consequéncia de intervengfes de mudanca de estilo de
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vida, recentemente introduzidos e regularmente padronizados em nossa
instituicdo (Ex.: conscientizacdo sobre drogas a serem evitadas, precaucdes
sobre cuidados com alimentacfes copiosas, orientacdes gerais sobre perfil de
exercicios, tratamento imediato da febre e visitas regulares para reforcar as

precaucoes).

Tabela 9: Dados comparativos entre os registros internacionais e o InCor

Brugada™®  FINGER®’  PRELUD Sieira™ InCor
E58
Tipo de estudo uc MC MC uc uc
Ano da publicacao 2003 2010 2012 2015 -
Numero de pacientes 547 1029 308 404 119
Média de seguimento 24 31.9 36 74 7
(meses)
Sexo masculino, n (%) 408 (74.6) 745 (72) 247 (80) 235 (58.2) 84 (70.6)
Idade média (anos) 41 45 47 43.2 41
(Soztus Probando, n NA 808 (78) NA 129 (31.9) 93 (78.2)
Z)'/SO lespontaneo.n 591 (715)  468(45)  171(56) 75 (18.6) 89 (74.8)
Sintomas, n (%)
Sincope 124 (22.7) 313 (30) 65 (21) 114 (28.6) 21 (17.6)
PCRec 0 62 (6) 0 17 (4.2) 9 (7.6)
TV/FV induzida, n/N 163/245 262/638 126/308 73/404 (18.1) 26/75 (34.7)
(%) (66.5) (41.1) (41)
CDI, n (%) 177 (32.4) 551 (53.5) 137 (44) 168 (41.6) 25 (21)
Taxa anual de 4.1 1.6 15 0.9 17

eventos, %

UC: unicéntrico, MC: multicéntrico. PCRec: parada cardiaca recuperada; TV/FV: taquicardia
[fibrilagdo ventricular; CDI: cardiodesfibrilador implantavel.

Em relacdo ao perfil demografico, apesar da raca branca ter
predominado em nosso registro, os pardos representaram quase 30% da
populacdo com SBr e apenas um paciente era de raca negra. Uma recente
revisdo sistematica da literatura mostrou que as publicacbes em SBr
contemplam predominantemente as populagdes hispanicas, asiaticas e
caucasianas®. Raramente se observa esta doenca em negros africanos puros’?

e, em pardos, esta anélise nao foi descrita®.
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As demais caracteristicas, como sexo e idade, foram semelhantes ao
perfil descrito em outros estudos, acometendo mais homens que mulheres, em
nossa casuistica, em uma relacdo de 2,4:1 e com manifestacdo predominante
na quinta década de vida (tabela 9)'°. As hipéteses estudadas para esse
padrdo de expressdo clinica foram a existéncia de diferencas nas correntes
ibnicas entre os sexos, e 0 papel dos hormbnios sexuais, crescente apos a
puberdade e decrescente em idosos'® %2, Em um modelo canino, a amplitude
da fase 1 do potencial de acédo do epicardio do ventriculo direito foi menor no
sexo masculino e a densidade da corrente Ito foi maior, determinando uma
deflexdo proeminente na fase 1 do potencial de acdo, o que poderia conferir
maior risco de arritmias fatais. Da mesma forma, a presenca das alteracdes do
ECG nas derivacbes precordiais direitas, mas ndo a esquerda, pode ser
explicada pela maior expresséo de Ito no epicardio do ventriculo direito que no
ventriculo esquerdo™®.

Quanto ao papel da influéncia hormonal, alguns dados experimentais
apontam que os horménios poderiam modificar a membrana dos canais iGnicos
e que os niveis de testosterona sd0 maiores em pacientes com SBr'%. O
estrogénio poderia inibir a expresséo e o fluxo da corrente 1t0**® ao passo que a
testosterona aumentaria a corrente lenta de potassio (IKs)'®. Ainda sob esta
Otica de raciocinio, foi demonstrado que homens castrados normalizam o ECG
e que o fendtipo possui pouca expressividade na populacdo infantil.’*” Na
populacdo pediatrica ndo ha diferenca na apresentacgao clinica entre meninos e
meninas'®. Em nosso registro, apenas um paciente foi diagnosticado antes da
puberdade, sendo o mesmo portador de uma mutacdo composta, 0 que
poderia explicar um fenétipo mais complexo™®.

Do ponto de vista genético, menos de 30% dos pacientes com
diagndstico clinico de SBr apresentam mutacdes identificadas, sendo a maioria
das localizada no SCN5A™’. Se por um lado vivenciamos a descoberta de
Novos genes, por outro, algumas variantes patogénicas reportadas no inicio do
século, a luz do conhecimento atual, foram reclassificadas como de significado
incerto ou até benigno’. Ainda assim, utilizando os critérios mais rigorosos do
ACMG, foi possivel identificar, em nossa casuistica, variantes patogénicas ou

possivelmente patogénicas em 20,6% dos probandos, todas no gene SCN5A.



Discusséo 51

Apesar das recentes descobertas, o SCN5A ainda é o principal gene
associado a SBr e, em nosso estudo, ndo encontramos variantes causais nos
“minor genes™!*. Um paciente com SBr apresentou uma variante classe 3 em
SCN1B, entretanto o valor das mutacdes nesse gene é ainda controversa na
literatura™*2.

Dessa maneira, diferente da SQTL, na SBr a expectativa atual de
identificacdo do gendtipo ainda € baixa. Ha especulacdes de que os avancgos
na patogénese da SBr possam ser alcancados a partir da investigacéao de vias
poligénicas, ou ainda na integracdo com as outras dmicas™*.

Em nosso estudo demonstramos que 0s pacientes com variantes no
gene SCN5A tiveram um intervalo HV prolongado; o intervalo PR e a duracéo
do QRS também tenderam a ser maiores, mas nao foram estatisticamente
significativos. ® De modo diverso da SQTL, a SBr ndo apresenta uma relacéo
gendtipo-fendtipo bem estabelecida. Na maioria dos estudos, a presenca de
uma variante em SCN5A nao sugere um fenoétipo especifico e ndo aumenta o

risco de arritmias potencialmente fatais®"*.

|ll5

Quanto aos critérios
eletrocardiogréficos, Yamagata et al™, relataram maior duracdo da onda P, do
QRS e do intervalo QT em carreadores de mutacdo no SCN5A, ao passo que
Smits et al*'®, acrescentaram a informacado de que esses carreadores também
poderiam apresentar maior intervalo HV*®.

Outros aspectos importantes, a serem descritos, foram a maior
ocorréncia do sinal avVR, da onda S em D1 e a presenga de f-QRS nos
portadores de variantes classe 4 ou 5 no gene SCN5A. Esses dados
eletrocardiograficos podem ser resultado do atraso na conducédo do estimulo
elétrico na parede anterior do ventriculo direito™'®. J& foi demonstrado, em
modelos computacionais que simularam a diminui¢do da corrente de sddio, que
a perda de funcdo desses canais aparenta resultar em uma conducéo
lentificada, podendo explicar a maior prevaléncia desses achados
eletrocardiogréficos de lentificacdo do estimulo em portadores de muta¢des no
gene SCN5A™’. Em um outro estudo, utilizando parametros ecocardiogréficos,
foi observado um atraso eletromecanico mais pronunciado na via de saida de
ventriculo direito de pacientes com SBr, carreadores de variantes no gene
SCN5A™M®,
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Na literatura, apesar de bem estudada a associagdo de doenca do
sistema de conducédo e variantes em SCN5A, ndo identificamos estudos de
associacdo dos sinais eletrocardiograficos nas derivacdes aVR e D1 e a
presenca de f-QRS com essas variantes, com excecdo do estudo de
Matsumura et al. Esses autores associaram a presenca do sinal aVR a maior
prevaléncia do polimorfismo H558R no SCN5A'°. No entanto, confrontando
diferentes estudos, o sinal de aVR esteve associado com pacientes de mais
alto risco, sendo que o polimorfismo H558R foi relacionado a um melhor
prognéstico® 1%,

Por fim, outros parametros obtidos no EEF, como o PRVe e a
indutibilidade de TV/FV ndo se mostraram diferentes entre carreadores de
variantes patogénicas ou possivelmente patogénicas no gene SCN5A, a
semelhanca do que foi observado por outros autores. No préprio estudo de
Yamagata et al, houve ainda uma tendéncia para uma menor taxa de
indutibilidade no grupo SCN5A (+) (45% versus 58%, P = 0,081).**°

Nossas observacdes com perfil amostral de pacientes brasileiros com
SBr sédo importantes para melhor entender e comparar as similitudes e
diferencas entre os principais registros mundiais, bem como procuram ampliar
novas perspectivas nesta fascinante area do conhecimento da interacédo

genatipo-fenétipo das canalopatias cardiacas.

Classificacao de Variantes

A tecnologia NGS foi realizada em 139 probandos, com prevaléncia
esperada de variantes em genes classicos nas doencas estudadas (67,5% em
SQTL, 20,6% em SBr)*®*#  Atualmente, o NGS com painéis amplos, assim
como o utilizado em nosso estudo, contendo 100 genes relacionados as
arritmias cardiacas, poderia ser importante na descobertas de novos genes
causais no estudo das canalopatias*’*?.

Além de detectar variantes nos genes classicos de suscetibilidade para
a SQTL, como KCNQ1, KCNH2, SCN5A e KCNJ2, e para SBr no SCN5A,

nosso estudo, utilizando o filtro de MAF menor que 0,1%, apresentou poucas
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variantes em “minor genes”. Em pacientes com SQTL encontramos variantes
nos genes KCNE1, KCNE2 em um mesmo individuo e AKAP9 em um outro
paciente portador de uma variante patogénica em KCNH2. Apenas um paciente
com SBr apresentou variante genética ndo-SCN5A e isso ocorreu no gene
SCN1B. Em recente publicacdo, Gray et al encontraram uma falta de
concordancia gendtipo-fendtipo entre as familias com SCN1B, além de alta
frequéncia dessas variantes no gnomAD, sugerindo que o SCN1B possa nao
ser um gene causal na SBr na forma de heranca monogénica®?.

A literatura reporta um achado de até 5% de “minor genes” na SQTL e
na SBr, entretanto ndo ha detalhes sobre a comprovacédo de patogenicidade
dessas variantes'* **. Em geral s&o variantes consideradas como VUS, devido
a falta de estudos funcionais, as dificuldades enfrentadas para uma robusta
andlise gendtipo-fenétipo nos pacientes e seus familiares’, bem como a
comunicacdo subaproveitada entre os laboratérios de andlise genética
mundiais'®. Os autores, que descreveram ha dez anos esses genes como
relacionados as doencas arritmicas, sdo 0s mesmos que questionam se de fato
haveria correlacdo gendtipo-fenotipo nos “minor genes”, utilizando os critérios
atuais de classificacdo de variantes, que sdo considerados menos sujeitos as
falhas de interpretacdo’. Os “minor genes” em nosso estudo foram também
classificados como VUS, justamente pela falta de suporte na literatura para sua
compreensao adequada, pelo alto custo de explorar essas variantes em
estudos funcionais e, por fim, por essas alteragdes terem sido encontradas em
familias com poucos pacientes acometidos, para uma anélise adequada de co-
segregacao.

A evolucdo do conhecimento atual questiona também a patogenicidade
de variantes em sitios canfnicos, antigamente assumidas como deletérias e
que podem ser tolerantes & variacdo genética ndo-sinénima*?* ** 1% por esse
motivo, pelos critérios do ACMG, a presenca de um critério muito forte de
patogenicidade, como variantes em sitios candnicos, ndo é suficiente para
classificar a variante como patogénica ou possivelmente patogénica®®. Em
nossa casuistica, encontramos esse tipo de variante sempre como patogénica

pela coexisténcia de outros fatores que corroboraram para a classificagéo.
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De modo peculiar e desafiador, esta quantidade de variantes genéticas
raras nao-sindnimas encontradas dificulta a interpretacéo das variantes de uma
forma geral. Uma das principais conclusfes de estudos com NGS, como o
Exome Aggregation Consortium (EXAC), catalogo de variantes genéticas em
regides codificadoras de proteinas do genoma humano, refere-se ao fato de
que muitas mutacdes genéticas foram erroneamente classificadas como
prejudiciais no passado. A analise de individuos de diferentes etnias com
inimeras variantes trouxe a luz de que um, em cada oito pares de bases
codificadoras de proteinas, hospeda uma variante genética*°.

As informagOes adicionais adquiridas pelo uso do NGS tém potencial
de gerar hipéteses, se exploradas em estudos funcionais ou ainda, de menor
custo e complexidade, se associadas as informacdes de bancos publicos (ex.
Clinvar), elaborados por outros laboratérios com expertise em cardiologia
molecular. A publicacéo desses dados pode ser de grande valia por se tratar de
uma tecnologia de inicio recente e em franco crescimento™?>.

Héa apenas 4 anos foi publicado o consenso do ACMG para padronizar
a interpretacdo dos testes genéticos e, desde entdo, adotamos a classificacao
em nossa pratica clinica. As diretrizes forneceram uma estrutura rigorosa para
a interpretacao dos critérios, tentando reduzir as diferencas na interpretacédo de
variantes entre os laboratdrios, ja que conseguir isso seria mais dificil se cada
laboratorio tivesse de um método independente para avaliacao de variantes.

Entretanto, Amendola et al, mostraram que um ano apos a publicacao
das diretrizes, havia importantes diferencas nas analises intra e inter-
laboratoriais. O uso do consenso levou a uma diminui¢cdo na discordancia na
classificacdo das variantes de 66% para 29%, das 99 variantes analisadas. Os
autores observaram uso impreciso de alguns critérios e reconheceram que héa
areas onde o julgamento de especialistas e uma orientacdo de diretriz
especifica para a doenca analisada seriam necessarios. Por ter sido a primeira
vez que a diretriz estava sendo utilizada e, ao mesmo tempo avaliada, a curva
de aprendizado pode ter influenciado nas discrepancias observadas'®’. A
rotina da interpretacdo das variantes em nosso trabalho nos mostrou que ha

ainda subjetividade em sua avaliacao, e este fato nos levou a um programa de
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envolvimento de participacdo de uma equipe multidisciplinar em todos os
casos, para incrementar o rigor critico na escolha dos critérios.

Para filtrar as variantes, a escolha da MAF menor que 0,1 % foi
baseada na prevaléncia das doencas SQTL e SBr, em torno de 0,005%. Nos
casos em que o MAF era maior que a prevaléncia da doenca, o critério seria
mais forte para benignidade, o que pode tornar a variante potencialmente néo
causal.

A escolha do gnomAD foi baseada no tamanho da amostra
populacional e do ABraOM, por ser o Unico banco brasileiro e com individuos
sexagenarios. Quando se avalia uma populacdo mais idosa, um maior espectro
de doencas de penetrancia idade-dependente pode ser atingido.

E importante considerar que o ACMG é utilizado para avaliacdo de
variantes em todas as &reas que contemplam o diagnéstico molecular,
entretanto a as canalopatias possuem peculiaridades que podem interferir na
sua interpretacdo, como a baixa penetrancia e a expressividade variavel. 1sso
confere dificuldade na escolha do MAF, jA que os individuos teoricamente
saudaveis desses bancos populacionais, podem ser carreadores silenciosos.
Além disso, a expressao clinica variavel, pode ser desafiadora nos estudos de
associacao gendtipo-fenétipo’.

Os sites de predicéo in silico foram utilizados apenas como evidéncia
complementar, conforme sugerido pelo ACMG, pois sao sites algumas vezes
discordantes e que isoladamente podem produzir conclusdes errbneas em

relacdo a patogenicidade® %,

Nos nossos resultados, observamos que a
maioria das variantes foram classificadas como deletérias pelos sites de
predicdo, entretanto nem sempre foram classificadas pelo ACMG como
patogénicas ou potencialmente patogénicas'®.

Os estudos funcionais publicados foram meticulosamente avaliados e
discutidos em reunido multidisciplinar, por se tratar de forte evidéncia de
patogenicidade. A ferramenta online do site da Universidade de Maryland
facilitou o complexo manejo da juncdo dos critérios para a classificacao final

das variantes.



Discussao 56

Existem critérios do ACMG de dificil utilizagdo em cardiologia, como
odds ratio, quando ndo ha populacdo controle disponivel (evidéncia ps4),
podendo levar a uma classificacdo subestimada das variantes.

Os estudos de co-segregacao familiar auxiliaram a classificacdo das
variantes em 10% dos casos, aumentando o grau de patogenicidade das
mesmas. Riurd et al relataram que a co-segregacdo familiar foi determinante
em aproximadamente 12% das variantes do grupo®. Embora ndo haja
consenso no melhor método para interpretar uma co-segregacao, utilizamos o
descrito por Jarvik et al, baseada na contagem alélica e na variancia
bayesiana, evitando a interpretacdo subjetiva’.

Devido a raridade da maioria das variantes causadoras da doenca
monogénica, o compartilihamento de dados de associacdo genoétipo-fenotipo
entre laboratérios clinicos e pesquisadores é essencial para o avanco da
medicina gendmica, sendo amplamente encorajado. A pratica tem sido
endossada por sociedades profissionais e agéncias de financiamento
(American Medical Association 2013; National Institutes of Health — NIH 2014;
National Society of Genetic Counselors 2015; ACMG Board of Directors
2017)'%,

Um dos objetivos do Clinical Genome Resource (ClinGen), financiado
pelo NIH, foi criar uma base publica de genes e variantes clinicamente
relevantes e deposita-los no ClinVar, banco utilizado em nossa pesquisa para
verificar se as variantes encontradas em nossos pacientes ja haviam sido
reportadas e como outros laboratérios classificaram-nas®*®. Contudo, a
inconsisténcia nos critérios de diferentes laboratérios utilizados para avaliar a
patogenicidade é ainda identificada como obstaculo & medicina genémica®*.

Dessa maneira, nossos dados em canalopatias, todos revistos a luz do
ACMG vigente, devem ser compartilhados pela potencial utilidade em
pesquisas internacionais e para melhorar a compreensdo de como 0s painéis
multigénicos e na contribuicAo para o0 entendimento fisiopatolégico das

canalopatias cardiacas.
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Limitagdes do estudo

Nossos resultados refletem uma coorte de um registro unicéntrico
terciario e especializado, com grupos étnicos heterogéneos, de uma populagéao
brasileira de raca mista. O pequeno tamanho da amostra e uma baixa taxa de
EAPF séo limitagGes importantes para que sejam obtidas conclusdes robustas
de associacao gendtipo-fendtipo na sindrome do QT longo e na sindrome de
Brugada.

Parte da coorte tem perfil retrospectivo e parte prospectivo, pois alguns
pacientes ja vinham sendo acompanhados e ndo podemos excluir doentes em

doencas raras.



6 Conclusoes
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» Foi possivel a identificacdo do perfil mutacional em 46% dos pacientes
com SQTL e SBr em nossa casuistica, sendo mais frequente a
identificacdo em pacientes com SQTL (67%) do que em pacientes com
SBr (20%). Apesar de um painel contemplando os minor genes,
identificamos apenas variantes patogénicas ou possivelmente
patogénicas em genes classicos.

» Entre os pacientes com SQTL e gendtipo identificado, observamos que
0os pacientes com SQTL7 apresentaram menor QTc e,
consequentemente, menor escore de Schwartz. O padrdo de notch foi
mais prevalente em pacientes com SQTL2. Ndo foram observadas
caracteristicas exclusivas a um genotipo.

» Entre os pacientes com SBr, a presenca dos sinais de AVR e de D1,
bem como o intervalo His-ventriculo aumentado, estiveram associados
aos pacientes com variante SCN5A presente.

» A utilizacdo dos critérios do ACMG permitiu uma andlise sistematica das
variantes nos genes principais. O compartilhamento desses dados pode
contribuir para os reservatorios mundiais de variantes pela potencial

utilidade em pesquisas internacionais.
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Tabelal: Escore de probabilidade diagnéstica de Schwartz?.

Eletrocardiograma Pontuacéo
QTc = 480ms 3
QTc 460-479ms 2
QTc 450-459ms 1
QTc 4° minuto da recuperacao = 480ms* 1
Torsade de pointes 2
Alternancia onda T 1
Entalhe de onda T** 1
FC baixa para idade*** 0,5
Historia Clinica

Sincope com estresse 2
Sincope sem estresse 1
Surdez congénita 0,5
Antecedentes familiares

Diagnostico confirmado de SQTL 1
Morte subita inexplicada em < 30 anos 0,5

Intervalo QTc calculado pela formula de Bazett, * No teste ergométrico. ** Em
pelo menos 3 derivagdes. *** Considerada quando a FC for abaixo do 2° percentil

para idade. Adaptado de Schwartz P.J%.
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Tabela 3A: Critérios para classificacdo de variantes.>°

Patogenicidade

Categoria

Descrigao

Muito elevada
PVS1
(very strong)

Elevada

PS (strong)

Moderada

PM (moderate)

Complementar

PP (supporting)

PVS1

PS1

PS2

PS3

PS4

PM1

PM2

PM3

PM4

PM5

PM6

PP1

PP2

PP3

PP4

PP5

Variante nula (nonsense, frameshift, canonical + 1 ou 2 sitios de
splice , inicio de codon, delegdo uni ou multiexon quando o
mecanismo é a perda de fungéo dos canais.

Troca proteica ja descrita como patogénica, porém com diferentes
trocas de nucleotideo.

Mutacdo De novo com paternidade e maternidade confirmadas,
na auséncia de antecedentes familiares com suspeita da doenca.

Comprovacao de patogenicidade por estudos funcionais.

A prevaléncia da variante em individuos com a doenca €
significativamente maior que a prevaléncia em controles.

Topografia hot spot ou em dominio funcional bem estabelecido,
sem variantes benignas.

Auséncia em controles (ou muito rara para doengas recessivas).
Variantes patogénicas detectadas em trans.

Mudanga no tamanho da proteina por dele¢des ou inser¢des in
frame em regido ndo repetitiva ou variante stop-loss.

Nova troca proteica, onde uma troca por outra base ja foi descrita
como patogénica.

Mutacdo De novo sem paternidade e maternidade confirmadas,
na auséncia de antecedentes familiares com suspeita da doenca.

Cosegregagdo gendtipo-fendtipo positiva.*
Variante missense em um gene com baixa taxa de variantes
missenses benignas, quando essas sdo mecanismo conhecido da

doenca.

Evidéncias computacionais de diferentes bases suportam o efeito
deletério da troca proteica.

O fendtipo e a histéria familiar sdo tipicos de doencas
monogenéticas.

Variantes relatadas na literatura como patogénicas.

A co-segregacéo (*) pode ter evidéncia de complementar a elevada, a depender da correlagéo
genoétipo-fenétipo alcancada nos familiares’*.
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Tabela 3B: Classificacdo das variantes®8

Patogénicas 1PVS+1PS
(Classe 5) 1PVS+2PM
1PVS+ 1PM+1PP
1PVS+2PP
2PS
1PS+3PM
1PS +2PM+2PP
1PS+1PM+4PP

Possivelmente Patogénicas 1PVS+1PM
(Classe 4) 1PS+1PM
1PS+2PP
3 PM
2PM+2PP
1PM+4PP
Variantes de Significado Incerto Quando ndo completa critérios para
(Variante of uncertain significance - VUS) classe 4 ou 5.
(Classe 3)

P: patogenicidade; VS: very strong (muito forte); S: strong (forte), M: moderate
(moderada); P: supporting (complementar). Os numeros indicam quantos de cada
critério € necessério completar.



Tabela 5:

Detalhamento das variantes em portadores de SQTL

Anexos 64
Gene No Variantes NM/ Codon AA Dominio dbSNP Gnomad  Abraom Clinvar In ACMG
carreadores  Compostas Nealelos  Noalelos Silico  classe
KCNQ1 1 NM_000218.2:c.477+2T>C NA Donor site ND 0 0 ND NA 5
KCNQ1 1 NM_000218:¢.569G>A p.Arg190Gin C-loop rs120074178 1 0 5 D 5
KCNQ1 1 NM_000218:c.613G>A p.Val205Met Hélice S3 rs151344631 3 0 5 D 5
KCNQ1 1 (5) NM_000218:¢.650C>G p.Ser217Cys C-loop ND 0 0 ND D 3
KCNQ1 2 NM_000218:c.772C>A p.His258Asn C-loop rs199472717 1 0 ? D 4
KCNQ1 1 0] NM_000218:¢.898G>A p.Ala300Thr Hélice poro  rs120074187 12 0 ? D 3
KCNQ1 12 NM_000218:c.922-1G>C NA Donor site rs397508130 0 0 5 NA 5
KCNQ1 1 NM_000218:¢.1022C>T p.Ala341Val ™ S6 rs12720459 0 0 5 D 5
KCNQ1 2 ¢.1032G>A p.Ala344Ala Donor site rs1800171 1 0 5 NA 5
KCNQ1 8 NM_000218:c.1115C>A p.Ala372Asp Ter-C rs199473472 0 0 ? D 5
KCNQ1 1hm NM_000218:c.1192A>T p.Lys398* Ter-C ND 0 0 ND NA 5
KCNH2 4 NM_000238:c.155G>A p.Cys52Tyr Ter-N ND 0 0 ND 4
KCNH2 1 )] NM_000238:¢.269A>G p.Glug0Gly Ter-N ND 0 0 ND 3
KCNH2 3& NM_000238:c.400G>T p.Glu134* Ter-N ND 0 0 ND NA 5
KCNH2 2 NM_000238:c.453_454insC p.Thr152fs Ter-N rs761863251 0 0 ND NA 5
KCNH2 2 0] NM_000238:c.453delC p.Thr152fs Ter-N rs761863251 0 0 ND NA 5
KCNH2 1 NM_000238:c.709 C>T p.Arg273* Ter-N ND 0 0 ND NA 5
KCNH2 2 NM_000238:c.961delG p.Asp321fs Ter-N ND 0 0 ND NA 5
KCNH2 28& NM_000238:c.1681G>A p.Ala561Thr S5 poro  rs199472921 0 0 5 D 5
KCNH2 28& 3) NM_000238:c.1682C>T p.Ala561Val S5 poro  rs199472921 0 0 4/5 D 5
KCNH2 2 NM_000238:c.1685A>G p.His562Arg S5 poro 15199472922 0 0 3 D 4
KCNH2 1 (3) NM_000238:c.1741T>A p.Ser581Thr S5 poro ND 0 0 ND D 4
KCNH2 1 NM_000238:c.1750G>A p.Gly584Ser S5 poro  rs199473428 2 0 4/5 D 4
KCNH2 7& NM_000238:¢.1801G>T p.Gly601Cys S5 poro  rs199472936 0 0 ? D 5
KCNH2 1 NM_000238:c.1810G>A p.Gly604Ser S5 poro  rs199473522 0 0 5 D 5
KCNH2 48 @ NM_000238:c.1838C>T p.Thr613Met poro rs199473524 0 0 5 D 5
KCNH2 58 NM_000238:c.1841C>T p.Alag14Val poro 15199472944 0 0 5 D 5
KCNH2 1 NM_000238:c.1847A>G p.Tyr616Cys poro rs199472946 0 0 4/5 D 4
KCNH2 2 NM_000238:c.1886A>G p.Asn629Ser poro rs199472957 0 0 5 D 5
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KCNH2
KCNH2
KCNH2
KCNH2
KCNH2
KCNH2
KCNH2
SCN5A
SCN5A
SCN5A
SCN5A
SCN5A
KCNJ2
KCNJ2
KCNJ2
KCNJ2
KCNJ2
KCNJ2
KCNE1
KCNE2
AKAP9

NM_000238.3; ¢.2230 C>T
) NM_000238:.2254C>T
NM_000238:¢.2371C>T
NM_000238:.2587C>T
NM_000238:¢.2588G>A
NM_000238:c.2775delC
NM_000238.8:.2931_2947dup
@) NM_198056:¢.4786T>A
NM_198056:c.4851_4852delCT
NM_001099404:c.5287G>A
NM_001099404:c.5350G>A
NM_001099404:.5689C>T
NM_000891:c.C13T
NM_000891:c.434A>G
NM_000891:c T>TCATTGG
NM_000891:c.650T>C
NM_000891:¢.652C>T
NM_000891:.935G>A
NM_000219:.208A>G
NM_172201:.46C>T
NM_005751:¢.3394C>T

G
o

CRC)
2 2

p. Arg744*
p.Arg752Trp
p.Arg791Trp

p.Arg863*
p.Arg863Gin

p.Gly925fs
p.Ser981fs
p.Phe1596lle
p.Ser1618fs
p.Val1763Met
p.Glu1784Lys
p.Arg1897Trp
p.Arg5*
p.Tyr145Cys
p.le176_Gly177insGlylLe
p.Leu217Pro
p.Arg218Trp
p.Arg312His
p.Lys70Glu
p.Arg16*
p.Arg1132Cys

Ter-C
Ter-C
Ter-C
Ter-C
Ter-C
Ter-N
Ter-C
Dom IV
Dom IV
Dom IV
Ter-C
Ter-C
Ter-N
Poro
Poro
Ter-C
Ter-C
Ter-C

rs189014161
rs199472990
rs138498207

ND

ND

ND

ND
rs199473278
rs749697698
rs199473631
rs137854601
rs45465995

rs1042485

ND

ND
rs199473656
rs104894578
rs786205820

ND

ND

ND

o ©o 0o o © © o =

o

o O O O O O O O =~ O O o o o o o o

o

5
4/5
?
5
ND
ND
ND
?
4/5
4-5
4/5
?
ND
ND
ND
?
5
?
ND
ND
ND

= = = =
>0 03

O U U U U U oo o o o

=z
>

D

W W w s~ ool OO WO O WwWwOT W o1

3: variante classe 3 ou VUS; 4: variante classe 4 ou possivelmente patogénica; 5: variante classe 5 ou patogénica. ? dados conflitantes ou sem

classificagcéo, pelo clinvar; ND: ndo disponivel; NA: ndo se aplica; Ter - N ou C: terminais N ou C; Dom : Dominio. Hm: Homozigoto.

Carreadores: pacientes com genétipo positivo.

& pacientes em pelo menos 2 familias, sem relag&o consanguinea.

D: predigéo in silico deletéria (pelo menos em dois de trés algoritmos distintos).
(1) probando #367, variante KCNH2 p.Thr613Met, em conjunto com KCNQ1 p.Ala300Thr
(2) probando #327, variante KCNH2 p.Arg752Trp, em conjunto com KCNH2 p.Glu90Gly
(3) probando #260, variante KCNH2 p.Ser581Thr, em conjunto com KCNH2 p.Ser581Thr
(4) probando #75, variante KCNH2 p.Thr613Met, em conjunto com SCN5A p.Phel1596lle
(5) probando #46, variante KCNQ1 p.Ser217Cys, em conjunto com KCNH2 p.Arg791Trp
(6) probando #5367, variante KCNE1, p.Lys70Glu, em conjunto com KCNE2 p.Arg16*
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Tabela 6: Detalhamento das variantes em portadores de SBr

Gene Ne acometidos NM/ Cédon AA Local dbSNP Gnomad Abraom Ne - Classe In Silico ACMG
Ne alelos Ne alelos Clinvar classe
SCN5A 1 NM_001099404.1: ¢.1140+2T>C NA Dom | S5/6 ND 0 0 ND NA 5
SCN5A 88&(1) NM_001099404: ¢.1198G>A p.Gly400Arg Dom | S5/6 na 0 0 ND 5
SCN5A 1 NM_001099404:¢.2254G>A p.Gly752Arg Dom Il $1-s4/5 rs199473153 1 0 4/5 5
SCN5A 1 NM_001099404:¢.2701G>A p.GIu901Lys Dom I1-S5/S6 rs199473174 0 0 ? D 4
SCN5A 1 NM_001099404:¢.3027 C>A p.Tyr1009* IDL (111 ND 0 0 ND NA 5
SCN5A 28& NM_001099404:¢.3383G>A p.Cys1128Tyr DL 1111 ND 0 0 ND N 3
SCN5A 48 NM_198056:c.3673G>A p.Glu1225Lys DIl S1-S4/5 rs199473204 1 0 ? D 4
SCN5A 1 NM_198056:c.5445_5446insT p.Leu1277Pro DIl S1-S4/5 ND 0 0 ND D 4
SCN5A 1 NM_001099404.1:¢.3922C>T Leu1308Phe DIIl S1-s4/5 rs41313031 131 1 ? D 3
SCN5A 1 NM_198056:c.4132G>A p.Val1378Met DIIl S5/6 rs748312802 1 0 4 D 3
SCN5A 2(1) NM_001099404: ¢.4382 C>G p.Tyr1461Ser DIIl S5/6 ND 0 0 ND D 4
SCN5A 1 NM_001099404: ¢.4534 C>T p.Arg1512Trp IDL -V rs137854602 14 0 ? D 3
SCN5A 1 NM_001099404:¢.4885C>T p.Arg1629* DIV S1-s4/5 rs199473284 2 0 5 NA 5
SCN5A 1 NM_198056:c.5007C>A p.Phe1669Leu DIV S5/6 rs866160560 0 0 ND D 4
SCN5A 1 NM_198056:c.5102T>G p.Met1701Arg DIV S5/36 rs769843988 2 0 ? D 3
SCN5A 1 NM_001099404:¢.5350G>A p.Glu1784Lys Ter-C rs137854601 1 0 4/5 D 5
SCN5A 1 NM_198056:c.5445_5446insT p.Asp1816fs Ter-C ND 0 0 ND D 5
SCN5A 1 NM_198056:c.5477G>A p.Arg1826His Ter-C rs137854610 13 0 ? D 3
SCN1B 1 NM_001321605:¢.524A>T p.Lys175lle rs780958012 6 0 ? D 3

3: variante classe 3 ou VUS; 4: variante classe 4 ou possivelmente patogénica; 5: variante classe 5 ou patogénica. ND: ndo disponivel. NA: ndo se
aplica, Ter-C: terminal C, Dom : Dominio, IDL: inter-domain linker.

Acometidos: numero de pacientes com fenoétipo e gendtipo positivos.

& pacientes em pelo menos 2 familias, sem relagdo consanguinea.

D: predigéo in silico deletéria (pelo menos em dois de trés algoritmos distintos), N:
(1) o paciente (#5115) tem variante composta no SCN5A (p.Gly400Arg/ p.T1461S)"°

Pgedigéo neutra.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/?chr=3&from=38603947&to=38603947&gts=rs41313031&mk=38603947:38603947|rs41313031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/?chr=3&from=38597155&to=38597155&gts=rs137854602&mk=38597155:38597155|rs137854602
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Descricdo e objetivo da pesquisa;

O Sr. (a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que tem por objetivo avaliar uma doencga
genética (hereditaria) que leva a alguns tipos de problemas do ritmo do coragio (arritmias). As
arritmias genéticas que serdo investigadas sao Sindrome do Qt longo Congénito, Sindrome de
Brugada e Taquicardia Ventricular Polimérfica Catecolaminérgica, que sdo doencgas que vocé
possa ter ou em algum membro da sua familia.
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genético pode identificar melhor a doenga em seus familiares, que devem realizar acompanhamento
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1. Acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados
a pesquisa, inclusive para eventuais duvidas;

2. O Sr.(a) tem plena liberdade de ndo autorizar a utilizagdo da coleta do seu sangue para ser
usado nessa pesquisa e isso ndo lhe trard nenhum prejuizo. Portanto, o uso do material
sanguineo para essa pesquisa sO sera feito apds a leitura, entendimento e consentimento das
informag¢des contidas nesse termo de consentimento.
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apenas disponiveis ao coordenador do projeto.
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nenhuma divulgados a terceiros.

6. Vocé ndo terd nenhuma despesa proveniente da participagdo nesse estudo, mas também néo
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7. Os pacientes que concordarem em participar do projeto deverdo assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido. O ndo consentimento ndo acarretara na falta de atendimento
no Instituto do Cora¢&o/HCFMUSP ou de qualquer outra instituicdo participante/colaboradora
desse projeto.

8. O principal investigador & o Dr Mauricio Ibrahim Scanavacca que pode ser encontrado no
enderego Av Dr. Eneas Carvalho de Aguiar, n® 44, andar AB. Telefone: 11 2661-5341. Se o Sr
(a) tiver alguma considerag&o ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-
6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 2661-6442 ramal 26 — E-mail:

marcia.carvalho@hc.fm.usp.br.
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Eu discuti com o Dr. Mauricio Ibrahim Scanavacca sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propoésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades
ou prejuizo ou perda de qualguer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente

ou representante legal para a participag@o neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Painel de 100 genes:

associacao clinica com SQTL e SBr.

Genes Associacao Clinica Genes Associacéo Clinica
ABCC9 SBr KCNH2 SQTL
ACTA2 KCNJ2 SQTL
ACTC1 KCNJ5 SBr, SQTL
ACTN2 KCNJ8 SBr
AGTR1 KCNK17
AKAP9 SQTL KCNN3
ANK2 SQTL KCNQ1 SQTL
ASPH LMF1
C90RF3 LMNA
CACNA1C SBr, SQTL MYBPC3
CACNA2D1 SBr MYL2
CACNB2 SBr MYL3
CALM1 SQTL MYLK2
CALM2 SQTL MYOZz2
CALR3 MYPN
CASQ2 NEXN
CAV1 NKX2-5
CAV3 SQTL NPPA
CTNNA3 PDLIM3
DES PITX2
DMD PKP2 SBr
DSC2 PRKAG2
DSG2 PRRX1
DSP RANGRF SBr
DTNA RYR2 SQTL
EMD SCN10A SBr
EYA4 SCN1B SBr, SQTL
FBN1 SCN2B SBr
FHL2 SCN3B SBr
FKTN SCN4B SQTL
FLNC SCN5A SBr, SQTL
GJAL SLMAP SBr
GJA5 SNTA1l SQTL
GLA SYNE2
GPD1L SBr SYNPO2L
HCN1 TAZ
HCN2 TBX5
HCN4 SBr TCAP
ILK TGFB3
JPH2 TMEM43
JUP TNNC1
KCNAS TNNI3
KCND2 SBr TNNI3K
KCND3 SBr TNNT2
KCNE1 SQTL TPM1
KCNEI1L TRDN SQTL




