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R E S U M E N

Introducción y objetivos: La taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica es una enfermedad

maligna que se debe a mutaciones en las proteı́nas que controlan la homeostasis del Ca2+. Aunque el

fenotipo se caracteriza por arritmias ventriculares polimórficas desencadenadas por el estrés, no se han

caracterizado plenamente las arritmias supraventriculares que en ocasiones las acompañan.

Métodos: Veinticinco miembros de una familia española en la que habı́a habido varias muertes súbitas

fueron evaluados mediante electrocardiograma, pruebas de esfuerzo y prueba de desenmascaramiento

con adrenalina opcionalmente. Se realizó secuenciación selectiva de RyR2 en un miembro afectado y un

cribado en cascada al resto de la familia. Se generó la mutación RyR2R420Q en células HEK-293 mediante

mutagénesis dirigida, con objeto de realizar estudios funcionales in vitro.

Resultados: Las pruebas de esfuerzo desenmascararon taquicardia ventricular polimórfica

catecolaminérgica en 8 familiares (sensibilidad del 89%; valor predictivo positivo del 100%; valor

predictivo negativo del 93%), todos ellos portadores de una mutación heterocigota RyR2R420Q,

que estaba presente también en el caso probando y en una chica joven sin prueba de esfuerzo, lo que

corresponde a una penetrancia del 91% al final del seguimiento. Es de destacar que en los pacientes se

identificó bradicardia sinusal, arritmias auriculares y de la unión y/u ondas U gigantes tras esfuerzo. Tras la

permeabilización y en las células intactas, las células que expresaban RyR2R420Q mostraron un pico de

liberación de Ca2+menor que el de las células RyR2 no mutado o wild-type. Sin embargo, a una concentración

de Ca2+ intracelular fisiológica, equivalente a la concentración citosólica diastólica, las células RyR2R420Q

liberaban más Ca2+ y oscilaban con mayor rapidez que las células con RyR2 no mutado o wild-type.

Conclusiones: La mutación missense RyR2R420Q se identificó en el extremo aminoterminal del gen RyR2 en

esta familia muy sintomática. Es de destacar que esta mutación se asocia a bradicardia sinusal, arritmias

auriculares y de la unión y ondas U gigantes. En conjunto, los estudios de expresión heteróloga funcional

indican que la mutación RyR2R420Q causa un comportamiento aberrante del canal, con pérdida o

ganancia de función, según cuál sea la concentración de Ca2+ intracelular citosólica.
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A B S T R A C T

Introduction and objectives: Catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia is a malignant

disease, due to mutations in proteins controlling Ca2+ homeostasis. While the phenotype is characterized

by polymorphic ventricular arrhythmias under stress, supraventricular arrhythmias may occur and are

not fully characterized.

Methods: Twenty-five relatives from a Spanish family with several sudden deaths were evaluated with

electrocardiogram, exercise testing, and optional epinephrine challenge. Selective RyR2 sequencing in an

affected individual and cascade screening in the rest of the family was offered. The RyR2R420Q mutation

was generated in HEK-293 cells using site-directed mutagenesis to conduct in vitro functional studies.
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INTRODUCCIÓN

La taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica

(TVPC) causa un 12-56% de las muertes súbitas cardiacas o paradas

cardiorrespiratorias con corazón estructuralmente normal1,2. La

TVPC se manifiesta en forma de sı́ncope o muerte súbita cardiaca

desencadenados por estados adrenérgicos, con una penetrancia

estimada del 80%3. El electrocardiograma en reposo es general-

mente normal y los pacientes presentan arritmias ventriculares

(AV) durante las pruebas de esfuerzo (PE) o la infusión de

catecolaminas1,4. La patogenia y la prevalencia real de las arritmias

no ventriculares (como la disfunción sinusal, el marcapasos

auricular errante, las arritmias de la unión y la fibrilación y flutter

auriculares) que se ha descrito ocasionalmente en los pacientes con

TVPC continúan sin estar claras3,5–9.

Las mutaciones suelen afectar al gen que codifica el receptor de

rianodina cardiaco (RyR2), pero otros genes se han involucrado

también en la patogenia de esta enfermedad10–14. El control

anormal de la concentración de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i)

promueve un aumento de la liberación diastólica de Ca2+, que

genera a su vez pospotenciales tardı́os y con ello actividad

desencadenada que es la base fisiopatológica de las AV en esta

enfermedad3,15. Sin embargo, los mecanismos precisos involucra-

dos podrı́an diferir según la mutación especı́fica existente en cada

caso en la proteı́na RyR216–18. Se presenta aquı́ la caracterización

exhaustiva de una familia amplia con TVPC, haciendo hincapié en

las manifestaciones electrocardiográficas de la enfermedad.

Además, se presenta el estudio funcional in vitro que analiza el

mecanismo de la disfunción del canal RyR2R420Q.

MÉTODOS

En una familia con 4 casos de muerte súbita, se llevó a cabo una

evaluación familiar con un protocolo acorde con lo establecido en

la Declaración de Helsinki y aprobado previamente por el comité

de ética de investigación local. Se obtuvo el consentimiento

informado de todos los individuos.

Estudio diagnóstico clı́nico

El estudio diagnóstico en el individuo III:10 incluyó electro-

cardiograma, ecocardiografı́a, obtención de muestras de sangre y

PE con ejercicio máximo (protocolo de Bruce). Una vez diagnosti-

cado el fenotipo de TVPC durante la PE en este individuo, se ofreció

un cribado en cascada a los demás miembros de la familia, que

incluyó un test de adrenalina en los adultos con una PE no

diagnóstica de TVPC que eran hijos de un individuo afectado. Se

registró el cociente entre la amplitud máxima de onda U respecto a

la onda T en esfuerzo. La bradicardia sinusal se definió como una

frecuencia cardiaca < 60 lpm por encima de los 14 años de edad o

inferior al percentil 2 ajustado respecto a la edad para los niños más

pequeños7. La TVPC se diagnosticó en los casos en los que se

producı́a una muerte súbita cardiaca, AV polimórfica o extrası́sto-

les ventriculares frecuentes (> 10/min) durante una PE o un test de

adrenalina (fenotipo+)19.

Estudio diagnóstico genético

Se obtuvo ADN de muestras de sangre total (familiares) o de

muestras de miocardio incluidas en parafina (probando). El

análisis genético selectivo de RyR2 (secuenciación directa de los

exones 3, 8, 14, 15, 37, 44-50, 83, 87-105, y regiones intrónicas

adyacentes, acceso a GenBank número NM_001035) con un

secuenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) en el individuo

III:10 identificó la mutación RyR2R420Q en el exón 14, y en los

demás familiares se secuenció únicamente dicho fragmento (se

consideró genotipo+ a los portadores de la mutación). Dado que el

sı́ndrome de Andersen Tawil, debido a mutaciones del gen KCNJ2,

se caracteriza por un QTc normal o casi normal, ondas U gigantes y

AV relacionadas con ejercicio polimórficas, se secuenció también

este gen en los individuos con TVPC.

Generación de constructos de RyR2 no mutado o wild-type y
RyR2R420Q

Se realizó una mutagénesis dirigida de RyR2 para crear el

constructo RyR2R420Q20. De forma resumida, se utilizó un plásmido

que codificaba el extremo aminoterminal de la RyR cardiaca

humana (Genbank X98330) para la mutagénesis dirigida (Strata-

gene, ChickChange kit) empleando el oligonucleótido 5’-CAGCCC-

GAGTTATCCAGAGCACAGTCTTCC-3’. El constructo final pRyRR420Q

se generó con la digestión de SanDI/SpeI y se introdujo en un

pcDNA3 (Invitrogen) que contenı́a la proteı́na RyR2 completa

marcada con fluorescencia verde.

Results: The exercise testing unmasked catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia in

8 relatives (sensitivity = 89%; positive predictive value = 100%; negative predictive value = 93%), all of

them carrying the heterozygous RyR2R420Qmutation, which was also present in the proband and a young

girl without exercise testing, a 91% penetrance at the end of the follow-up. Remarkably, sinus

bradycardia, atrial and junctional arrhythmias, and/or giant post-effort U-waves were identified in

patients. Upon permeabilization and in intact cells, the RyR2R420Q expressing cells showed a smaller

peak of Ca2+ release than RyR2 wild-type cells. However, at physiologic intracellular Ca2+ concentration,

equivalent to the diastolic cytosolic concentration, the RyR2R420Q released more Ca2+ and oscillated

faster than RyR2 wild-type cells.

Conclusions: The missense RyR2R420Qmutation was identified in the N-terminus of the RyR2 gene in this

highly symptomatic family. Remarkably, this mutation is associated with sinus bradycardia, atrial and

junctional arrhythmias, and giant U-waves. Collectively, functional heterologous expression studies

suggest that the RyR2R420Q behaves as an aberrant channel, as a loss- or gain-of-function mutation

depending on cytosolic intracellular Ca2+ concentration.
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Análisis de Western blot

Se realizó una transfección en células HEK-293 (European

Collection of Cell Culture Agency, Salisbury, Reino Unido)20–22. Las

fracciones proteicas (100 mg) se resuspendieron en tampón de carga

de SDS-PAGE, y las proteı́nas se separaron en un gel de SDS-PAGE al

4% reforzado con agarosa al 0,5% (para la RyR)21. Las proteı́nas

procedentes de los geles al 4% se transfirieron electroforéticamente a

una membrana de polivinilidendifluoruro (Immobilon-P, Millipore)

utilizando un sistema de transferencia semiseco (Trans-Blot SD, Bio-

Rad) a 22 V durante 4 h. Se aplicó un anticuerpo primario especı́fico

para la isoforma de RyR2 (Ab1093, anticuerpo policlonal de conejo

generado contra los residuos 4454-4474 de la RyR2) a una dilución

de 1:1.000 durante una noche a 4 8C. Se visualizaron las bandas de

proteı́nas inmunorreactivas mediante una detección de quimiolu-

miniscencia intensificada (ECL, Amersham Biosciences).

Técnica de imagen del Ca2+ intracelular

Las células HEK-293 se sembraron en placas de Petri de fondo de

vidrio recubiertas de polilisina D (MatTek; Ashland, Estados Unidos)

y se realizó una transfección con plásmidos de RyR2 no mutado o

wild-type (RyR2WT) y RyR2R420Qmarcados con fluorescencia20,22. Se

permeabilizaron las células para el control de la concentración de

[Ca2+]i con saponina (0,01%)12. La solución interna contenı́a (mmol/

l): K-aspartato, 120; HEPES, 10; MgATP, 2; EGTA, 0,5; Na

fosfocreatina, 10; creatincinasa, 5 U/ml; MgCl2, 0,75;dextrano, 8%;

saponina (0,01%), pH 7,2. Tras la permeabilización, se perfundieron

las células con la misma solución interna sin saponina, pero con

15 mM de sal fluo-4-pentapotasio y la [Ca2+] conocida (10–1 –

105nM) que se obtuvo emplendo diferentes cocientes de CaCl2:EGTA

calculados con el Maxchelator23. La concentración de EGTA se

mantuvo constante en 0,5 mM. Dado que las células HEK-293 no son

excitables, se activó la RyR2 con cafeı́na 5 mM y se registraron las

[Ca2+]i resultantes por microscopio confocal (Zeiss LSM 510, objetivo

de inmersión en agua �63, apertura numérica, 1,2) a 394 ms/

fotograma. Se realizaron también experimentos en células HEK-293

intactas según lo descrito para otros constructos de RyR224,25. En

este caso, las células se cargaron con fluo-4 AM (éster acetoximetilo).

Luego se perfundieron las células con una solución externa que

contenı́a (Mm): NaCl, 150; KCl, 5,4; CaCl2, 1,5; MgCl2, 1; glucosa, 10;

ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperacinaetanosulfónico, 5 (pH 7,4).

Se registraron las oscilaciones espontáneas de la [Ca2+]i empleando

microscopio confocal. Tanto en las células permeabilizadas como en

las intactas, se provocó la excitación de fluorescencia de fluo-4 con

un láser de Ar (488 nm) y se registró la emisión de fluorescencia

> 505 nm. El análisis de las imágenes se realizó con el programa

informático Zeiss LSM 510 v2.8. Se aplicó una sustracción de

la fluorescencia de fondo de proteı́na fluorescente verde intensifi-

cada. Los valores de F (fluorescencia) se normalizaron para la F0
(fluorescencia basal, determinada antes de aplicar la cafeı́na o

entre dos oscilaciones) con objeto de obtener el cociente de

fluorescencia (F/F0).

Análisis estadı́stico

Las variables clı́nicas continuas se expresan en forma de media �

desviación estándar; las variables de laboratorio continuas, en forma de

media � error estándar de la media, y se utilizaron pruebas de la t de

Student para la comparación de los grupos. Las variables dicotómicas se

expresan en forma de porcentajes y se aplicó la prueba de la x
2 para la

comparación de los grupos (con corrección exacta de Fisher cuando era

aplicable). Un valor de p bilateral < 0,05 se consideró estadı́sticamente

significativo. En los análisis, se utilizó el programa informático SPSS

12.0 (SPSS, Inc.; Chicago, Illinois, Estados Unidos).

RESULTADOS

Antecedentes familiares de muerte súbita cardiaca

El probando (figura 1, III:8), un varón de 14 años con

antecedentes de sı́ncopes de esfuerzo inexplicados, sufrió una

muerte súbita relacionada con la práctica deportiva, y el examen

post mórtem no identificó alteraciones. Otros tres familiares habı́an

fallecido de forma súbita siendo jóvenes (uno de ellos, el individuo

II:2, durante el ejercicio y con un sı́ncope previo inexplicado), pero

no se realizó autopsia a ninguno de ellos.

Evaluación familiar: fenotipo de taquicardia ventricular
polimórfica catecolaminérgica y genotipo RyR2

Quince años después del evento inicial, se llevó a cabo la

evaluación de 25 familiares vivos del probando (tabla). Se descartó

1:1

II:1

MS (2 años)

II:2

MS

(35 años)

II:3

MS

(33 años)

II:4
+

III:1
–

III:2
–

III:3
–

III:4
–

III:5
–

III:6
–

IV:1
–

IV:3
 –

IV:5
 –

IV:6
 –

IV:7
 –

IV:2
+

IV:8
 +

IV:4
+

III:7
+

III:9
+

II:7
+

II:8
–

II:6
–

III:10
+

III:11
+

III:12
+

III:13
–

III:8
+

MSC (14 años)

II:5
–

1:2

Figura 1. Árbol genealógico familiar. Cuadrados: varones. Cı́rculos: mujeres. Sı́mbolos tachados: individuos fallecidos. Sı́mbolos azules; taquicardia ventricular

polimórfica catecolaminérgica fenotipo+ (con muerte súbita cardiaca o arritmias ventriculares relacionadas con el esfuerzo) al final del seguimiento. La flecha

señala el caso probando inicial. Los signos más y menos indican individuos positivos y negativos para la mutación respectivamente. MS: muerte súbita, sin autopsia;

MSC: muerte súbita cardiaca, sin enfermedad estructural en la autopsia. Esta figura se muestra a todo color solo en la versión electrónica del artı́culo.
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la presencia de una cardiopatı́a estructural con una ecocardiografı́a

ordinaria y, en el caso del paciente III:10, también con una

resonancia magnética cardiaca. No se pudo evaluar con una PE

ordinaria a 3 de los familiares debido a su corta edad (fenotipo

desconocido). Solo uno (IV:4) de ellos presentó genotipo+, y la

monitorización electrocardiográfica no mostró ninguna AV (ni en

la evaluación inicial sin fármacos a los 2 años de edad ni con

bloqueadores beta en dosis ajustadas al peso a los 4 años de edad).

En los 22 familiares restantes, la PE permitió establecer el

diagnóstico clı́nico de TVPC en 8 de ellos (fenotipo+). En la PE se

observó, de manera caracterı́stica, que tras un aumento variable

de la frecuencia cardiaca aparecı́an progresivamente extrası́stoles

ventriculares a un umbral medio de frecuencia cardiaca de

103 � 24 (62-130) lpm, primero aisladas y monomórficas y luego con

bigeminismo, polimórficas, en dobletes y también en salvas de

taquicardia ventricular polimórfica no sostenida en el 50% de los

individuos con fenotipo+ a un umbral medio de frecuencia cardiaca

de 121 � 10 (109-131) lpm. Finalmente, las extrası́stoles ventricu-

lares desaparecı́an progresivamente durante el periodo de recupe-

ración. Tan solo un individuo presentó una taquicardia ventricular

bidireccional. Es de destacar que estas arritmias no fueron en ningún

caso sostenidas ni se asociaron a sı́ncopes (figura 2). De los

13 individuos en riesgo, el test de adrenalina fue negativo en 7, lo

cual concuerda con los anteriores resultados negativos de sus PE, y se

desestimó en 4 niños (IV:3 y IV:6-8) y 2 adultos (II:5 y II:6), a la espera

de los resultados genéticos.

Se identificó una mutación missense heterocigota en RyR2

(1259 G>A, R420Q) en el individuo III:10. El cribado en cascada

para esa mutación identificó a un total de 11 individuos con

genotipo+: los 8 con fenotipo+, una joven con fenotipo– (IV:8), una

joven de fenotipo desconocido (IV:4) y también el probando inicial

(III:8). Todos los familiares fueron clasificados según su fenotipo y

su genotipo (+, – o desconocido) (tabla). No se identificaron

mutaciones de KCNJ2.

Considerando como pacientes a los portadores de mutación, la

PE en la primera evaluación mostró una sensibilidad del 89%, un

valor predictivo positivo del 100% y un valor predictivo negativo

del 93%. La única PE con un resultado falso negativo se produjo en

una niña de 7 años de edad con genotipo+ (IV:8) asintomática que

presentó una conversión a fenotipo+ pese a usar bloqueadores beta

Tabla

Estudio diagnóstico familiar inicial

Miembro de

la familia

Edad en la primera

evaluación

BB en la primera

evaluación

Edad primer-último

sı́ncope, desencadenantes

Arritmias U/Tex ADR Grupo

II:4 57 años Sı́ 12-47 años, ejercicio

y emociones

BS, AV, TA/TU 0,13 NR F+G+

II:5 64 años No Sin sı́ncopes No 0,00 NR F–G–

II:6 51 años No Sin sı́ncopes No 0,00 NR F–G–

II:7 68 años Sı́ 9-55 años, ejercicio

y emociones

BS, AV, TA/TU 0,14 NR F+G+

II:8 74 años No Sin sı́ncopes FA 0,00 NR F–G–

III:1 34 años No 12-30 años, sin

desencadenantes

No 0,00 – F–G–

III:2 24 años No Sin sı́ncopes No 0,00 – F–G–

III:3 30 años No Sin sı́ncopes No 0,00 – F–G–

III:4 36 años No Sin sı́ncopes BS 0,32 –* F–G–

III:5 33 años No Sin sı́ncopes BS 0,28 – F–G–

III:6 23 años No Sin sı́ncopes BS 0,15 – F–G–

III:7 29 años No 28 años, emociones BS, AV, TA/TU 0,33 NR F+G+

III:8 14 años a la MSC No 6 años, ejercicio NR NR NR F+G+

III:9 49 años No Sin sı́ncopes BS, AV, TA/TU 0,28 NR F+G+

III:10 35 años No 11 años, ejercicio

y emociones

BS, AV, TA/TU 0,31 NR F+G+

III:11 44 años No 30 años, ejercicio BS, AV, TA/TU 0,35 NR F+G+

III:12 39 años No 20 años, ejercicio

y emociones

AV 0,21 NR F+G+

III:13 47 años No Sin sı́ncopes No 0,14 – F–G–

IV:1 Desconocida/3 meses No Sin sı́ncopes NR 0,00 NR F?G–

IV:2 21 años No 18 años, ejercicio

y emociones

BS, AV, TA/TU 0,26 NR F+G+

IV:3 12 años No Sin sı́ncopes No 0,28 NR F–G–

IV:4 Desconocida/2 años No Sin sı́ncopes NR 0,00 NR F?G+

IV:5 Desconocida/2 meses No Sin sı́ncopes NR NR NR F?G–

IV:6 17 años No Sin sı́ncopes No 0,14 NR F–G–

IV:7 12 años No Sin sı́ncopes No 0,05 NR F–G–

IV:8 7 años No Sin sı́ncopes No* 0,00 NR F–G+

+: positivo; �: negativo; ?: desconocido; ADR: provocación de adrenalina; AV: arritmias ventriculares; BB: bloqueadores beta; BS: bradicardia sinusal; F: fenotipo taquicardia

ventricular polimórfica catecolaminérgica; G: genotipo RyR2R420Q; MSC: muerte súbita cardiaca; NR: no realizado; PE: pruebas de esfuerzo; TA/TU: taquiarritmias auriculares

y/o de la unión; U/Tex: cociente entre la amplitud máxima de onda U respecto a la onda T en esfuerzo.
* Presentó arritmias ventriculares a los 2 años de seguimiento (mujer, fenotipo taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica positivo, genotipo RyR2R420Q

positivo).
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2 años después. Por consiguiente, el rendimiento general de la

PE aumentó a hasta un 100%. La penetrancia de la enfermedad

aumentó del 82 al 91% al final del seguimiento, al considerar los

resultados clı́nicos (sı́ncope y/o muerte súbita cardiaca) y de la PE

en los pacientes con genotipo+. Es de destacar que la aparición de

sı́ncopes se asoció al estado de portador de mutación en los

individuos evaluables > 6 años de edad (8 sı́ncopes desencade-

nados con estrés/10 pacientes con genotipo+ frente a 1 sı́ncope sin

desencadenante estresante previo/13 individuos de genotipo–;

p = 0,001) (tabla, figura 3A).

Otras manifestaciones electrocardiográficas

Se identificaron arritmias sinusales, auriculares, de la unión y AV

en los pacientes con TVPC tanto en los electrocardiogramas en

reposo como en los obtenidos durante el ejercicio. De los individuos

evaluables (edad > 6 años, en ritmo sinusal y con una PE disponible),

se recogieron las arritmias no ventriculares (n = 21; 9 genotipo+,

12 genotipo negativo). Se observó que la incidencia de bradicardia

sinusal era superior (tabla, figura 3B) en los pacientes con genotipo+

que entre los de genotipo– (el 78 frente al 25%; odds ratio = 10,5;

p = 0,030). Las taquiarritmias auriculares y/o de la unión incluyeron

extrası́stoles auriculares, bigeminismo auricular, taquicardia auric-

ular no sostenida, ritmo acelerado auricular y de la unión y ritmo de

escape de la unión. Se detectaron taquiarritmias auriculares y/o de la

unión en 7 de 9 pacientes con genotipo+ y en ninguno de genotipo–

(tabla, figura 3C). El cociente entre la amplitud máxima de onda U

respecto a la onda T en esfuerzo fue significativamente superior en

los individuos con fenotipo+ que entre los de fenotipo– (figura 3D).

Aunque el solapamiento de los datos impidió la identificación de un

punto de corte exacto. Es de destacar que se observaron ondas U

gigantes tras ejercicio en varios pacientes con TVPC (figura 4). No se

detectaron ondas U alternantes ni cambios de polaridad de la onda U

postextrasistólica.

Tratamiento y seguimiento

Se alcanzó la dosis máxima tolerada de bloqueadores beta en los

individuos con genotipo+. Se implantaron cinco desfibriladores

automáticos a pacientes con fenotipo+ que presentaban AV

frecuentes a pesar del tratamiento con bloqueadores beta máximo
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Figura 2. Arritmias ventriculares y no ventriculares durante las pruebas de

esfuerzo. A: bigeminismo ventricular monomórfico y salvas de taquicardia

ventricular polimórfica no sostenida (*escape de la unión). B: taquicardia

ventricular no sostenida bidireccional. C: extrası́stoles ventriculares,

taquicardia ventricular polimórfica no sostenida, doblete ventricular

polimórfico, bigeminismo ventricular monomórfico y ritmo auricular

ectópico (¥). D: bigeminismo auricular (¥). E: extrası́stoles auriculares

aisladas y en salvas (¥).
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Figura 3. Manifestaciones clı́nicas. A: aparición de sı́ncope; no se tuvo en cuenta a los niños de edad inferior a la del primer sı́ncope de la familia, es decir, 6 años. B:

aparición de bradicardia sinusal. C: arritmias auriculares y de la unión. D: comparación del cociente entre la amplitud máxima de onda U respecto a la onda T en
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(uno de ellos, el individuo IV:2, presentaba también presı́ncopes

desencadenados por estrés). En ese momento, no habı́a todavı́a

publicaciones respecto al papel de la flecainida en la TVPC4. Desde

ese momento no se ha registrado en la evolución ninguna descarga

de los desfibriladores automáticos (media de seguimiento, 23,3

meses).

Modelo celular de RyR2R420Q in vitro

Con objeto de verificar si habı́a una alteración de la función del

canal RyR2R420Q, se generó la mutación y se expresó en células

HEK-293 (figura 5A). Las proteı́nas inmunorreactivas especı́ficas de

RyR2 expresadas se localizaron en la membrana del retı́culo

sarcoplásmico (figura 5B). En la figura 5C se muestran ejemplos de

imágenes confocales de células HEK-293 permeabilizadas con

expresión de RyR2WT y RyR2R420Q tras la adición de cafeı́na a [Ca2+]i
10�7,5 M. Además, las imágenes registradas de los perfiles de

fluorescencia a diversas [Ca2+]i se representan gráficamente en la

figura 5D. La liberación de Ca2+ tanto con RyR2WT como con

RyR2R420Q mostró una curva en forma de campana al representarla

gráficamente en función de la [Ca2+]i citosólica, con una reducción

del 34% en el pico de liberación de Ca2+ en las células con expresión

de RyR2R420Q (figura 5E) a una pCa 7,5. Se descartó que un grado

diferente de expresión de RyR2 en cada grupo celular para explicar

esta observación al determinar una fluorescencia de la proteı́na

RyR2 marcada con fluorescencia verde similar en las células

RyR2WT y RyR2R420Q (F, en unidades arbitrarias, 50,4 � 1,6 en

195 células RyR2WT frente a 50,1 � 1,5 en 241 células con expresión

de RyR2R420Q; sin diferencias significativas). Sin embargo, al valor más

bajo de pCa evaluado, se observó un aumento significativo de la

liberación de Ca2+ provocada por cafeı́na en las células RyR2R420Q

(pCa, 10,5) (figuras 5D y E). Para calcular la EC50 (half maximal effective

concentration) para la curva de activación de Ca2+ y la IC50 (half

maximal inhibitory concentration) para la curva de inactivación del

Ca2+, se normalizó la fluorescencia causada por cafeı́na respecto a su

máximo, que resultó suceder a la misma [Ca2+]i (pCa, 7,5) en ambos

grupos (figura 5F). La EC50 fue inferior en las RyR2R420Q que en las

RyR2WT (2,66 � 0,13 en las RyR2R420Q frente a 4,98 � 5,15 nM en las

RyR2WT; sin diferencias significativas). A una [Ca2+]i superior, RyR2 se

inactivó con un patrón similar, según lo observado en la parte

descendente de las curvas ajustadas (IC50, 365,5 � 50,5 en RyR2WT

frente a 339,5 � 58,4 nM en RyR2R420Q; sin diferencias significativas).

Las células HEK-293 intactas con transfección con plásmidos de

RyR2WT o RyR2R420Q se utilizaron para analizar las oscilaciones

espontáneas de la [Ca2+]i (figuras 6A y B). Es interesante señalar

que, a [Ca2+]o fisiológicas (1,5 mM) [Ca2+]i, las oscilaciones

registradas en las células RyR2R420Q fueron de menor amplitud

(figura 6C), de menor duración (7,6 � 0,5 ms en 51 células RyR2WT

frente a 5,9 � 0,5 ms en 40 células RyR2R420Q; p < 0,05), y tuvieron una

duración del ciclo mayor que las oscilaciones de las células RyR2WT

(figura 6D). Es llamativo que estas alteraciones no se debieran a una

disminución de la carga de Ca2+ del retı́culo sarcoplásmico, que de

hecho fue similar en los dos grupos de células (F/F0, 3,8 � 0,3 en

15 células frente a 3,6 � 0,3 en 13 células RyR2R420Q, sin diferencias

significativas). En un grupo de células, registramos primero las

oscilaciones espontáneas a 1,5 mM [Ca2+]o y luego redujimos la

[Ca2+]o a 0,1 mM [Ca2+]o. Esta maniobra produjo una supresión de la

actividad automática en un porcentaje de las células HEK-293

superior en las RyR2WT que en las RyR2R420Q, reflejado en una

frecuencia superior (o menor duración del ciclo) de las oscilaciones

espontáneas (figura 6E) y un porcentaje más alto de células con

expresión de RyR2R420Q que mostraban oscilación (figura 6F), todo

ello en consonancia con los resultados de este estudio en las células

permeabilizadas a los valores más bajos de [Ca2+]i analizados.
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DISCUSIÓN

Por primera vez se describe el fenotipo asociado a la mutación

RyR2R420Q en una familia muy sı́ntomatica, y destaca la elevada

incidencia de arritmias no ventriculares. Los resultados in vitro

confirman una disfunción del canal mutante.

El rendimiento general de la PE inicial para el diagnóstico de la

TVPC (sensibilidad, 89%; valor predictivo positivo, 100%, y valor

predictivo negativo, 93%) fue superior al descrito en otras series26.

El comportamiento de dos pacientes jóvenes con genotipo+ (IV:4 e

IV:8) indica que la penetrancia podrı́a estar relacionada con la

edad. Además, hubo bradicardia sinusal, taquiarritmias auriculares

y/o de la unión y ondas U gigantes tras ejercicio en los portadores

de RyR2R420Q (figuras 3 y 4). Se ha descrito ocasionalmente ondas U

alternantes y cambios de polaridad de la onda U postextrasistólica

en individuos con TVPC27 (como consecuencia de una alteración

de la homeostasis del Ca2+), y también un aumento del cociente

U/T28,29 (que se considera la contrapartida electrocardiográfica de

los pospotenciales tardı́os). Es de destacar que los pacientes del

estudio con TVPC presentaron un aumento de la amplitud de la

onda U postextrasistólica y un aumento del cociente U/T con el

ejercicio, precisamente con estı́mulo catecolaminérgico. El origen

de las arritmias supraventriculares puede atribuirse a la mutación

de RyR2, ya que RyR2 se expresa en todos los miocardiocitos,

incluidas las células marcapasos y los miocitos auriculares30,31. De

hecho, recientemente se ha observado que la mutación RyR2R4496C

fomenta un aumento del automatismo en las células ventricula-

res15, pero con una disminución del automatismo en las células del

nódulo sinoauricular9. Ası́ pues, los canales RyR2 mutados parecen

presentar una actividad disfuncionante que depende del tipo

celular.

RyR2R420Q forma parte del cluster aminoterminal e induce la

sustitución del aminoácido básico de carga eléctrica alta

(arginina) por un residuo aminoácido sin carga eléctrica

(glutamina). Esta mutación, que se ha descrito recientemente

en 4 pacientes no emparentados, por ahora carece de caracteri-

zación clı́nica y funcional14,32. Es de destacar que el residuo

aminoacı́dico 420 está muy conservado en las distintas especies32

y se comporta como un punto caliente, dado que se han descrito

diferentes sustituciones en el mismo punto y cerca de él

(R420W3,33–35 e I419F36,37). Conviene señalar que RyR2R420Q

muestra una penetrancia superior a la de RyR2R420W (el 91 frente

al 25%), y no manifiesta ninguna caracterı́stica propia de una

miocardiopatı́a arritmogénica33,34.

Hasta ahora, la mayor parte de las mutaciones de la TVPC en las

que se han realizado estudios funcionales se han comportado como

mutaciones de ganancia de función35,38. El aumento de la

sensibilidad al Ca2+ (luminal o citosólico)15,24,38,39, una alteración

de la interacción entre los dominios aminoterminal y central40,41, y

la disminución de la unión de FKBP12.638,39 constituyen los

mecanismos más aceptados. Muy recientemente, se ha observado

un efecto perturbador de la mutación RyR2R420Q en la estructura

cristalina de la región aminoterminal de RyR2, puesto que produce

una supresión de la fijación del cloruro, que altera su pliegue de su

dominio42,43 a pesar de que, en términos lineales, el residuo

aminoácido 420 esté muy lejos de la región molecular para la que

se propone la intervención en la activación dependiente del Ca2+

(residuos 4485-4494)40. Se ha observado también que el extremo

aminoterminal es una región estructural importante con capacidad

de autotetramerizar, y puede intervenir en la regulación de la

función del canal nativo44. Ası́ pues, parece claro desde un punto de

vista estructural estático que RyR2R420Q desestabiliza la interfaz

entre subunidades, lo que probablemente facilite la apertura del

canal42–45.

Se presenta aquı́ la primera evaluación inicial de la mutación

RyR2R420Q desde una perspectiva funcional. En primer lugar, los

resultados de este estudio reflejan claramente que la mutación

RyR2R420Q se comporta como una mutación de ganancia de función

tanto en las células permeabilizadas como en las intactas (figuras 5D,

6F, 6E y 6F) a una [Ca2+]i muy baja, similar a la determinada en los

miocardiocitos de rata y humanos46,47. En segundo lugar, la razón de

que se reduzca el pico de liberación de [Ca2+] causado por la cafeı́na

en las células con RyR2R420Q (figura 5E) no tiene una interpretación

sencilla. Podrı́a estar relacionada con un canal hipoactivo a valores

de Ca2+ citosólico superiores, pero sin una desviación significativa de

la EC50. Por último, en las células RyR2R420Q intactas, las oscilaciones

espontáneas mostraron una disminución de la amplitud y la

frecuencia (figuras 6B y 6D). Esta disminución podrı́a explicar la

bradicardia sinusal observada en los pacientes con TVPC (figura 3B),

y no depende de una menor carga de Ca2+ en el retı́culo

sarcoplásmico, ya que esta fue normal (véase «Resultados»).

Limitaciones del estudio

Los sistemas de expresión celular heterólogos son útiles para

caracterizar las mutaciones de RyR2, aunque pueden tener

limitaciones, ya que no permiten replicar el comportamiento

eléctrico existente in vivo, en el que otras proteı́nas y el tono del

sistema autónomo pueden interaccionar con el canal disfuncional.

Ası́ pues, los experimentos realizados en ratones transgénicos o en

iPS-CM (cardiomiocitos derivados de células madre pluripotentes

inducidas) aportarán conclusiones más claras.

CONCLUSIONES

Este trabajo aporta una caracterización clı́nica novedosa y

detallada de la mutación RyR2R420Q. Los análisis resaltan que las

arritmias no ventriculares son frecuentes y podrı́an reforzar la

sospecha de TVPC en un contexto clı́nico apropiado. Además, los

análisis in vitro indican que la RyR2R420Q da lugar a un canal

aberrante.
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