Boletin Galego de Medicina Legal e Forense n2. 17. Diciembre 2010.
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CLINICAY FORENSE DE LA MUERTE SUBITA CARDIACA.
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RESUMEN

En el desarrollo de la muerte subita cardiaca (MSC) estan implicadas un amplio nimero de patologias fenotipica y genotipicamente
heterogéneas, que pueden ser clasificadas en dos grandes grupos: miocardiopatias estructurales y desérdenes arritmogénicos. Se
han descrito un gran nimero de mutaciones en un elevado -y creciente- niUmero genes implicados en el desarrollo de dichas
patologias. Con este estudio nos planteamos el estudio genético de una cohorte de casos de muerte subita cardiaca y de familiares de
primery segundo orden.
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ABSTRACT

There have been described many different diseases both phenotypically and genotypically heterogenic which are implicated in sudden
cardiac death event development. These pathologies can be classified in two main groups: structural cardiomyopathies and
arrhythmogenic disorders. Many different mutations have been described in a large number of genes, making difficult the genetic study.
This study shows the results obtained in the genetic screening in sudden cardiac death cases and in firstand second degree relatives.
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INTRODUCCION sin asistencia médica e incluso sin testigos por
lo que son consideradas muertes sospechosas

Se considera muerte subita (MS) aquella de modo que se debe practicar una autopsia
muerte natural que tiene lugar de manera rapida médico-legal. Una vez finalizada ésta y
e inesperada en individuos aparentemente descartado el origen violento en cualquiera de
sanos y en la cual la pérdida de las funciones sus modalidades (accidental, suicidio,
vitales ocurre instantdneamente o en un breve homicidio...), se confirma que la causa del
intervalo de tiempo desde el inicio de los fallecimiento es de origen natural,
sintomas. La definicibn mas aceptada consecuencia, en muchos casos, de unatragica
considera la muerte slUbita como una muerte complicaciéon de diversas patologias clinicas.
inesperada que ocurre 1 hora después de haber Son varios los intervalos de tiempo propuestos
empezado los sintomas o bien 24 horas en que la muerte se considera muerte subita:
después de haber sido vista la victima por Gltima ~ varian desde los 15 minutos a las 24 horas®’,
vez en buen estado de salud si se trata de una siendo el de 1 hora y el de 6 horas los mas
muerte que no ha sido presenciada. Las utilizados, principalmente en los trabajos de
muertes no presenciadas, por ejemplo las que muerte subita cardiaca. Tras excluir causas
tienen lugar durante el sueno, suponen extra cardiacas al concluir la autopsia médico-
aproximadamente el 40% de los casos'. En legal, la muerte subita se considera Muerte
muchas ocasiones estas muertes sobrevienen Subita Cardiaca (MSC), que puede ser derivada

1 Grupo de Medicina Xenémica, Instituto de Ciencias Forenses Luis Concheiro. Universidade de Santiago de Compostela.
2 Grupo de genética de enfermedades oftalmoldgicas y cardiovasculares. Instituto de Investigaciones Sanitarias (IDIS), Complexo
Hospitalario Universitario de Santiago (CHUS).

Aplicacién de la biologia molecular a la investigacion clinica y forense de la muerte subita cardiaca.
ALLEGUE C., BLANCO-VEREA A., GIL R., SANTORI M., CARRACEDO A., BRION M.

7



Boletin Galego de Medicina Legal e Forense n2. 17. Diciembre 2010.

de mecanismos arritmicos o de anomalias
estructurales que comprometen la funcién
mecanica del corazdén. Ademas, en la practica
clinica, se considera subita aquella muerte
causada por un dafno cerebral irreversible pese
a haber sido recuperada de un paro cardiaco
fulminante®. En el desarrollo de la muerte subita
cardiaca (MSC) estan implicadas un amplio
numero de patologias que se caracterizan por
presentar una gran heterogeneidad fenotipica y
genotipica. Supone un grave problema de salud
que afecta, en un elevado nimero de casos, a
individuos jovenes aparentemente sanos. A
grandes rasgos, las diversas patologias que
subyacen tras la MSC pueden ser clasificadas
en dos grandes grupos: miocardiopatias
estructurales (en las que se puede detectar
algun hallazgo morfolégico en el corazén, que
expliqgue el episodio de muerte subita,
recuperada o no) y desérdenes arritmogénicos
(enlos que no se detecta malformacion cardiaca
ya que la muerte tiene lugar debido a un fallo
arritmogénico fatal). Se han descrito un gran
ndmero de mutaciones en un elevado -y
creciente- numero genes implicados en el
desarrollo de dichas patologias.

El principal objetivo de este estudio es
conocer las causas genéticas implicadas en la
muerte sUbita cardiaca, a fin de determinar el
éxito del estudio genético tras la autopsia
médico legal para determinar la causa de
muerte y para prevenir futuras muertes subitas
enlafamilia

MATERIALY METODOS

Ha sido desarrollada una estrategia de
deteccion de variantes genéticas descritas en
bibliografia cientifica y en bases de datos,
localizadas en los principales genes implicados
en el desarrollo de la Miocardiopatia Hipertréfica
Familiar (MCH)® y el Sindrome de QT largo
(SQTL)®. La deteccion de dichas variantes se
lleva a cabo de forma rapiday efectiva por medio
de la plataforma de genotipado de alto
rendimiento Sequenom MassARRAY® System

(Sequenom Inc.). La deteccion de variantes
genéticas descritas como implicadas en el
desarrollo de MCH se lleva a cabo en 16 genes,
en su mayoria codificantes de proteinas
sarcomeéricas. Actualmente se analizan 680
variantes genéticas descritas; la deteccion de
variantes genéticas implicadas en el desarrollo
del SQTL y Sindrome de Brugada (SBr) se
desarrolla en los tres principales genes
implicados, los cuales codifican proteinas de los
canales de Na+ y K+. Se analizan un total de
433 variantes genéticas descritas asociadas al
desarrollo del SQTL y SBr. Ademas, llevamos a
cabo la secuenciacion directa de la region
codificante de los genes KCNQ1 y KCNH2
(Gene Bank: AF000571 y U04270
respectivamente) -que codifican,
respectivamente, las proteinas Kv7.1 y Kvi1.1
del canal de K+- a fin de detectar nuevas
variantes genéticas potencialmente causales
del desarrollo del SQTL. Las variantes genéticas
detectadas en la plataforma de genotipado de
alto rendimiento fueron confirmadas por
secuenciacion directa. La confirmacion de éstas
asi como la secuenciacion directa de las
regiones codificantes de los genes KCNQ1 y
KCNH2 se llevan a cabo mediante el kit BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit y la
deteccién se lleva a cabo por un secuenciador
3730xl, ambos de Applied Biosystems.

MUESTRAS

Se han estudiado un total de 106 muestras que
nos fueron enviadas de institutos de medicina
legal de distintas regiones de Espana y de
diversos centros hospitalarios espanoles. Se
trata de muestras de sangre o tejido de:

- 37 casos de muerte sUbita cardiaca
recogidos tras la autopsia

- 12casos de muertes sUbitas recuperadas

- 57 familiares de primer grado de casos
MSC, de los que no se dispone de
muestra del individuo fallecido (excepto
en dos casos).
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El ADN es extraido de las muestras segun
protocolos diferentes en funcién del tipo de
muestra enviada. Asi, el ADN extraido a partir
de sangre periférica de casos clinicos se lleva a
cabo segun un kit comercial Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega Corporation); la
sangre recogida en autopsia y la extracciéon de
ADN a partir de tejido congelado se lleva a cabo
mediante un protocolo estandar con fenol-
cloroformo; la extraccién de ADN de tejido
embebido en parafina se lleva a cabo previa
digestion con proteinasa K seguida de una
purificacién mediante centrifugacion y el uso
de filtros comerciales dispositivos de Amicon
Ultra, Millipore.

Las muestras fueron afadidas en la
estrategia de deteccidn de variantes adecuada
a cada caso en particular en funcion de la
historia clinica o informe forense que se nos
proporciond que incluia, en alguno de los
casos, las circunstancias en que tuvo lugar la
muerte. Asi, un total de 53 muestras se
analizaron en la estrategia de MCH; 62
muestras se analizaron para KCNQ1; 63 para
KCNH2 y 66 para SCN5A. En aquellas
muestras incluidas en el estudio de SQTL en
que no se detectd variante se llevé a cabo la
secuenciacion directade KCNQ1y KCNH2

RESULTADOS Y DISCUSION

Cabe destacar que en un 71% de los casos
de muerte subita estudiados se trata de
varones. Pese a que no se dispone de
informacién sobre las circunstancias de la
muerte en un numero elevado de muestras, 9
de estas muertes tuvieron lugar en reposo o
durante el suefio y 15 durante la realizacién de
alguna actividad bien durante el trabajo,
durante la conduccion de un vehiculo o bien
durante o tras practica deportiva.

Los resultados de este estudio genético se
han estructurado en dos apartados; un primer
apartado en que se muestran los resultados

obtenidos en muestras con historia personal de
MSC y un segundo apartado con los resultados
del estudio genético de individuos con historia
familiar de MSC.

l. RESULTADOS DEL ESTUDIO GENETICO EN
MUESTRAS DE INDIVIDUOS CON HISTORIA
PERSONAL DE MSC.

De los 106 individuos incluidos en este
estudio, 49 presentaban historia personal de
MSC (37 casos de individuos fallecidos y 12
casos de individuos recuperados). De éstos, se
ha detectado las variantes genéticas
posiblemente responsable del episodio de
MSC en 4 delos casos. Enlatabla 1 se recogen
los resultados obtenidos para este grupo de
muestras. Las variantes detectadas pueden ser
analizadas en los familiares de primer y
segundo orden a fin de aplicar un tratamiento
preventivo y evitar un nuevo episodio fatal en la
familia.

Individuos con historia personal de MSC

Caso Variante Gen MSC/MSC Patologia  Anomalias
genética Recuperada cardiaca  ogirycturales
detectada previa )

descritas en
autopsia
Corazon
1 M982T MYH7 MSC No Hipertrofico.
Dilatacion
cavidades.
Corazoén
Hipertrofico.
HVI.
Histologia
compatible

2 K814del MYBPC3 MSC No con MCH

(fibrosis
intersticial,
miocitos
hipertréficos,
etc..)

3 G325R  KCNQ1 MSC SQTL No

4 H562R  KCNH2 MSC SQTL -

Recuperada

Tabla 1. Resultados positivos de la deteccién de variantes genéticas
en individuos con historia personal de MSC (recuperada o no). HVI:
Hipertrofia Ventriculo Izquierdo. SQTL: Sindrome de QT Largo. MCH:
Miocardiopatia Hipertréfica. 4* miembro de familia 3 del apartado Il
deresultados.
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Las dos variantes detectadas en los genes
sarcoméricos (M982T en el gen MYH7 y la
delecion K814del en el gen MYBPC3) fueron
detectadas en 2 muestras de individuos
fallecidos en los que se habia detectado
anomalia estructural en la autopsia (casos 1y
2). El caso 1 se trata de un varén de 22 anos que
fallece de forma subita. No tiene historia
personal ni familiar previa de MSC. Esta
variante ha sido descrita en la bibliografia y se
asocia a un grosor aumentado de la pared del
ventriculo izquierdo y con MSC'. En este caso
se detecta un corazén aumentado en tamano y
dilatacion de las cavidades cardiacas. En el
caso 2, la delecion detectada en MYBPC3 ha
sido también descrita en numerosos articulos®
'°. Este caso corresponde a un varén de 23 afios
que fallece durante la practica deportiva y en
cuya autopsia se resuelve MCH como causa de
la muerte.

En el caso 3 se detecté una variante
genética en KCNQ1, G325R, en una muestra
post mértem de una mujer de 19 afos de edad
a la que no se detect6 anomalia cardiaca
algunatras autopsia. Esta variante esta descrita
en multitud de articulos cientificos, en los que
serelacionaconlaMSC" ™.

En el caso 4 se detectd una variante
genética en KCNH2, H562R™, en un individuo
de 71 anos de edad recuperado una MSC. Su
nieto, también incluido en el estudio resulté ser
portador de esta misma variante. Como
veremos en el apartado Il de resultados, se trata
de unindividuo que sufre sincopes en reposo al
que se hadiagnosticado SQTL.

Il. RESULTADOS DEL ESTUDIO GENETICO EN
MUESTRAS DE INDIVIDUOS CON HISTORIA
FAMILIAR DE MSC.

Los 57 casos restantes corresponden a
muestras de individuos con historia familiar de
MSC. En estos casos, el estudio genético no
pudo ser desarrollado en el familiar fallecido

por no disponerse de la muestra, salvo en dos
de los casos. Asi, el estudio genético se lleva a
cabo en familiares directos con o sin patologia
cardiaca previa. Los resultados del estudio
genético en este grupo de individuos se
recogen en latabla 2. Se han detectado un total
de 11 portadores de variantes genéticas,
pertenecientes a 5 familias.

Individuos con Historia familiar de MSC

Familia Variante Gen Patologia
detectada/n clinica
portadores previa(n)

1 R366W/6 KCNQ1 SQTL (4)
Historia clinica
desconocida (1)

2 P910T/2 MYBPC3 Sincope (1)

3 H562R/2* KCNH2 SQTL

4 C566G/1 KCNH2 SQTL

5 P1093L/1 KCNH2 Sincope

Tabla 2. Resultados positivos de la deteccion de variantes genéticas
en individuos con historia familiar de MSC. SQTL: Sindrome de QT
largo. *uno de los portadores es el caso 4 del apartado | de
resultados.

Entre las muestras incluidas en el estudio
por presentar historia familiar de MSC,
incluimos tanto individuos con patologia
cardiaca relacionada con MSC, como
diagnosticados de SQTL, individuos que han
sufrido sincope inexplicado, individuos con
miocardiopatia hipertrofica familiar, sindrome
Brugada y sindrome de QT corto asi como
individuos asintomaticos e individuos con
historia clinica desconocida.

La variante R366Wen el gen KCNQ1 -
descrita en multitud de articulos cientificos en
relacién con la MSC'®"- fue detectada en la
familia 1, en un individuo sin historia clinica
previa y en cuatro miembros de esa misma
familia con SQTL familiar. Se ha confirmado la
cosegregacion de la mutacién detectada con la
enfermedad en dicha familia, compuesta de 8
individuos y en la que no se dispuso de la
muestra del caso indice de MSC. No
disponemos de la historia clinica de uno de los
portadores de la mutacion en esta familia.
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La variante P910T fue detectada en dos
miembros de la familia 2, una madre portadora
asintomatica y su hijo, un varén de 33 ahos con
historia familiar de MSC en dos hermanos de 8y
14 anos. Se trata de un individuo que sufre
sincopes inexplicados desde la infancia en
tratamiento con B- bloqueantes. Esta variante,
P910T, ha sido descrita dos veces en la
bibliografia en pacientes en los que se
encontraba, ademas de ésta, una segunda
mutacion por lo que la implicacion de esta

20,21

variante en la patologia es todaviaincierta™"".

La familia 3 -comentada también en el
apartado | de resultados- presenta historia
familiar de MSC, concretamente, su abuelo fue
recuperado de un episodio de MSC a los 71
anos de edad y aunque no se trata de un
individuo joven, fue incluido en el estudio,
porgue su nieto sufre sincopes en reposo y se
le diagnosticdé SQTL a los 20 anos de edad.
Ambos son portadores de la variante H562R en
el gen KCNH2.

El caso estudiado en la familia 4
corresponde a una mujer portadora de la
variante C566G en KCNH2, con SQTL
asintomatico. Tiene historia familiar de SQTL
(una hermana). Su padre fallece a los 30 anos
de edad por causa desconocida. No se dispone
de informacién bibliogréafica sobre esta variante
genética pese a que se ha descrito en esa
misma posicién aminoacidica una variante
diferente.

Por ultimo, el caso estudiado en la familia 5
corresponde a un varén joven portador de la
variante genética P1093L"* en el gen KCNH2.
Este individuo tiene historia familiar de SQTL y
sordera congénita.

La naturaleza genética de las patologias
implicadas en la MSC hace necesario el estudio
de las bases moleculares y de los factores
genéticos implicados. El avance en el
conocimiento de los factores genéticos resulta
fundamental tanto en el campo de la medicina

forense, ala hora de esclarecer una muerte a la
que no se le ha encontrado causa tras la
autopsia médico-legal y analisis de laboratorio,
como en la clinica para ayudar a guiar la terapia
mas adecuada en el individuo afecto.

En torno a la mitad de las victimas de MSC
en poblacién joven de entre 1 y 35 afnos de
edad no presentan patologia cardiaca
estructural y la muerte tiene lugar, en muchas
ocasiones, sin sintomas premonitorios. La
aplicacién de la biologia molecular a estos
casos puede ayudar a esclarecer la causa de la
muerte de estos individuos y a evaluar el riesgo
de los familiares, incluso si se trata de
individuos asintomaticos.

Cabe resaltar la necesidad de recogida de la
muestra de los casos indice de las familias,
durante la autopsia de modo que el estudio
genético pueda comenzar con los casos de
individuos que sufren una MSC, recuperados o
no del episodio. La recogida de estas muestras
ayudara a que el estudio genético se lleve a
cabo de forma mas rapiday precisa no sélo en
los casos de individuos fallecidos o
recuperados de una MSC, sino también, una
vez conocida la posible variante genética
causal, en sus familiares. El papel de los
patélogos forenses en los casos de muerte
subita cardiaca es fundamental. La
estandarizacion de los protocolos de autopsia
asi como la recogida de la muestra para
posterior analisis molecular resultan cruciales
a la hora de guiar el estudio genético de los
familiares, asintomaticos o no, de un individuo
que fallece subitamente. En aquellos casos en
que se producen hallazgos morfolégicos tras la
autopsia- tales como hipertrofia o dilatacion
ventricular, desorganizacion de fibras
cardiacas u otras- la busqueda de las bases
genéticos se centrara en los genes descritos
como implicados en las diferentes patologias
que cursan con dichos hallazgos (ej. genes
sarcoméricos). Sin embargo, en aquellos
casos en que la causa de la muerte no puede
ser establecida tras rigurosa autopsia y andlisis
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de laboratorio, la recogida de datos sobre las
circunstancias en que tiene lugar la muerte
resulta de gran ayuda a la hora decidir la
estrategia de busqueda de la posible variante
genética causal de la muerte, de modo que el
informe forense es de nuevo de gran
importancia para guiar el analisis molecular
mas acertado: se han descrito, por ejemplo,
asociaciones claras entre el gen mutado, el
subtipo de SQTL y el desencadenante de la
arritmia. Schwartz y colaboradores determinan
que en un 97% de los pacientes con SQTL tipo |
(LQT1) los eventos cardiacos tienen lugar
durante actividad fisica®. Se ha visto que la
natacion es un desencadenante frecuente de
eventos cardiacos en pacientes con LQT1* *,
El grupo de Schwartz afirma ademas que los
desencadenantes tipicos de eventos cardiacos
en pacientes con SQTL tipo 2 (LQT2) son
estimulos auditivos y el momento de
despertarse mientras que en los pacientes con
SQTL tipo 3 (LQT3) los eventos tienen lugar en
reposo.

La historia clinica del paciente y su historia
familiar es fundamental para conocer los
antecedentes y confirmar la naturaleza
hereditaria de la patologia. Se pone de
manifiesto la necesidad de una estrecha
colaboracion entre profesionales y la creacion
de grupos multidisciplinares de forenses,
cardiélogos, genetistas, farmacéuticos y
psicologos que evallen el riesgo en cada caso
de forma individual y guien la terapia
farmacoldégica o quirdrgica mas adecuada.
Estos grupos se especializaran en prestar
asesoramiento genético, clinico y psicolégico a
los familiares. La colaboraciéon multidisciplinar
es necesaria para el esclarecimiento de las
correlaciones entre el genotipo y el fenotipo de
las variantes genéticas de modo que se lograra
una mayor precisién en el diagnéstico que
facilitara tanto la elecciéon de la terapia mas
adecuada en afectos y familiares portadores de
la variante o variantes genéticas detectadas en
el familiar afecto como el conocimiento sobre
el pronéstico en cada caso siempre teniendo

en cuenta que los factores ambientales pueden
influir en dicho prondstico.

El desarrollo de nuevas tecnologias de
biologia molecular con diferentes estrategias
de genotipado de alto rendimiento es de gran
utilidad en el estudio concreto de los factores
genéticos de la MSC*. Las plataformas de
estudio genético a gran escala permiten una
actualizacién rapida de los estudios genéticos,
fundamental a la vista de la rapidez con que se
describen variantes y genes implicados. Estas
plataformas permiten el estudio de mutaciones
ya descritas, secuenciar regiones de genes ya
conocidas mediante secuenciacion de nueva
generacion (NGS) y estudiar genomas
completos. Se trata de estrategias cada vez
mas rapidas y asequibles por lo que el
diagnéstico molecular se puede llevar a cabo
cadavez en periodo de tiempo mas reducidos y
abajo coste.

CONCLUSION

A la vista de los resultados, podemos
concluir que el estudio molecular tanto de las
victimas como de los familiares de primer y
segundo orden de MSC puede ayudar no sélo a
esclarecer la causa de la muerte de un individuo
aparentemente sano al que no se encuentra la
causa del fallecimiento tras autopsia -o los
hallazgos no son suficientes para explicar la
muerte- sino también para la prevencion de un
nuevo episodio de MSC en la familia. Es
necesaria la colaboracion entre diferentes
especialistas a fin de conseguir una evaluacion
del riesgo potencial de portadores de las
variantes genéticas detectadas. Las nuevas
tecnologias de biologia molecular avanzan de
manera rapida agilizando y abaratando el
estudio genético, lo que contribuye a la
estratificacion del riesgo de MSC y ayuda a
decidir la terapia mas adecuada en portadores
de mutaciones causales.
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