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INVESTIGACION BASICA

Deteccion de una mutacion en € gen KCNQ1 (KvLQT1)
causante de sindrome de Jervell, Lange-Nielsen en una

familia mexicana

Manlio F Marquez,*$ Manuel Ramos-Kuri,**® Guadalupe Hernandez-Pacheco,*** Javier
Estrada,** Juan R Fabregat,** Nadia Pérez-Vielma,*** Jorge GOmez-Flores,* Antonio
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Resumen

Antecedentes: Los sindromes de QT largo son
enfermedades hereditarias causadas por mu-
taciones en los genes que codifican las protei-
nas de los canales ionicos transmembranales
de sodio o potasio. Se han encontrado mas de
200 mutaciones en por lo menos seis genes. El
sindrome de Jervell y Lange-Nielsen (JLN) es
la variedad recesiva de la enfermedad y se aso-
cia con sordera congénita. Estudios recientes
sugieren correlaciones fenotipo-genotipo con
implicaciones importantes para el diagnostico y
tratamiento de este padecimiento. Métodos: En
el presente trabajo se analizé el gen KCNQ1
(KvLQT1) en una familia mexicana afectada por
sindrome de JLN, utilizando el método de se-
cuenciacion automatica. Resultados: Se encon-
tré una mutacién con cambio de sentido en tres
sujetos afectados. Esta mutacion se asocia con
una ausencia completa de la funcién del canal
que codifica la proteina del canal de repolariza-
cion lenta IKs. Se establecid una correlacién
entre la mutacion y el fenotipo y se encontré un
intervalo QTc prolongado y sordera en dos her-

Summary

KCNQL (KvLQT1) MISSENSE MUTATION CAUSING
CONGENITAL LONG QT SYNDROME (JERVELL-
LANGE-NIELSEN) IN A MEXICAN FAMILY

Background: Long QT syndromes (LQTS) are
inherited cardiac disorders caused by mutations
in the genes that encode sodium or potassium
transmembrane ion channel proteins. More than
200 mutations, in at least six genes, have been
found in these patients. The Jervell and Lange-
Nielsen (JLN) syndrome is the recessive form of
the disease and is associated with deafness.
Few families with JLN syndrome and genetic
studies are reported in the literature. Methods:
The KCNQ1 (KvLQT1) gene in a Mexican family
with Jervell-Lange-Nielsen long QT syndrome
was analyzed using an automated sequence
method. Results: A missense mutation was
found in the three affected individuals. This mu-
tation is associated with complete loss of chan-
nel function. Correlation with the phenotype
showed a prolonged QTc interval and deafness
in the two siblings homozygous to the mutation.
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manos homocigotos a la mutacion. La madre
gue era heterocigota para la mutacién, no tenia
sordera aunque su intervalo QTc era prolonga-
do. El padre y un hermano menor tenian inter-
valos QTc normales. La mutacién no fue detec-
tada en 50 individuos control estudiados.
Conclusiones: Se describe una mutacién en el
gen KCNQ1 en una familia mexicana con sin-
drome de JLN. Esta mutacién produce un cam-
bio de aminoacido (Gly-Arg) en el residuo 168
de la proteina. La mutacion ha sido descrita pre-
viamente en familias de origen caucasico.

MF Marquez y cols.

The mother, who was heterozygous for the mu-
tation, also had prolonged QTc interval without
deafness. The father and younger brother had
normal QTc intervals. The mutation was not found
in 50 healthy controls studied. Conclusions: We
describe for the first time a mutation in the
KCNQL1 gene in a Mexican family with JLN long
QT syndrome. This mutation produces an amino
acid change (Gly-Arg) at protein level at the 168
residue. This mutation has been previously re-
ported in Caucasian families with LQTS.

(Arch Cardiol Mex 2006; 76: 257-262)
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Introduccién

os sindromes de QT largo congénitos
L (SQTL) son padecimientos hereditarios,

genéticamente heterogéneos, que se carac-
terizan por alargamiento del intervalo QT, sinco-
pe, convulsiones y muerte stbita en individuos
jovenesy aparentemente sanos.! Entre los SQTL
destaca, por su pocafrecuenciay por acompafiar-
se de sordera congénita, € descrito por Jervell y
Lange-Nielsen? (JLN). Diversos estudios han de-
mostrado quelos SQTL se deben amutacionesen
los genes que codifican | as proteinas de |os cana-
lesiénicos transmembranal es de sodio o de pota-
sio. Enlaactuaidad se han identificado mutacio-
nes en por lo menos 6 genes en relacion con los
SQTL. Se han informado mas de 200 casos con
mutaciones en diferentes exones delos seisgenes
y variosde €llos son tnicosen muchasfamilias.®#
Sin embargo, casi en 50% de | os pacientes se han
encontrado alteraciones en el gen KCNQ1 por 1o
gue estas mutaciones son la causa mas frecuente
de SQTL. En €l presente trabajo se analizo € gen
KCNQL1 en una familia mexicana con sindrome
de JLN con €l fin de detectar mutaciones causan-
tes de este padecimiento.

Material y métodos

Pacientes: El estudio incluy6 2 generaciones de
una familia mexicana cuyo arbol genealdgico
semuestraenlaFigura 1. El sindrome JLN dela
familia estudiada se identifico en una comuni-
dad endogamica. Solamente se informalafami-
lianuclear. Habia consanguinidad en los padres.
Se recogieron los datos demogréficos rutinarios
y electrocardiograma (ECG) de 12 derivaciones
en todos los sujetos. La caracterizacion fenoti-
pica se hizo con medicién del intervalo QT que

se corrigié para la frecuencia cardiaca con la
férmulade Bazett (QTc). El protocol o fue apro-
bado por el Comité de Bioética del instituto y
todos los pacientes firmaron un consentimiento
informado para los estudios de genética.
Extraccion del ADN: EI ADN genémico se ex-
trajo de linfocitos de sangre periférica por €l
método de expulsién salina’®

Andlisis del gen KCNQ1 por PCR-SSCP (reac-
cion en cadena de la polimerasa-polimorfismo
conformacional de una sola cadena): Los exo-
nes del gen KCNQL fueron amplificados por la
técnica de PCR (reaccion en cadena de la poli-
merasa) utilizando iniciadores especificos pre-
viamente reportados.® Las reacciones de PCR
incluyeron 100 pmoles de cadainiciador, 50 mM
KCL, 10 mM tris-HCL, 0.1% Triton X-100, con-
centraciones variables de MgCl, parala optimi-
zacién de cadareaccion, 200 UM dedATPR, dTTP,
dCTP, dGTPy 2.5 unidades de Taq polimerasa
(Promega, Madison, WI) en 25 pL de volumen
final. Las amplificaciones se hicieron en un ter-
mociclador Perkin EImer modelo 9700 con las
siguientes temperaturas: 94°C por 4 minutos
seguidos de 34 ciclos de 94°C 20s, 67°C 20sy
72°C 40s para terminar con 7 minutos a 72°C.
Cada fragmento amplificado fue corrido en ge-
les de poliacrilamida no desnaturalizados con
el fin de visualizar la formacion de polimorfis-
mos de cadena sencilla

Secuenciacion de los conformeros mutados y
normales. Una vez realizada la PCR-SSCP se
procedié a detectar aquellos conférmeros que
migraron diferente en el gel de poliacrilamida.
Estos fueron nuevamente amplificados con los
iniciadores correspondientesy se procedié area-
lizar la secuenciacion de cada uno de ellos. Una
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Fig. 1. Arbol genealdgico de la familia con sindrome
de JLN. Los individuos con intervalos QT prolonga-
dos y sordera son indicados por un circulo y un cua-
dro en negro. El individuo con intervalo QT prolonga-
do sin sordera se indica por un circulo en gris. M:
Mutacion en la posicién G502A (codon 168). TS: Se-
cuencia tipo silvestre.

vez obtenidos los productos deseados amplifi-
cados por PCR, éstos fueron purificados utili-
zando un kit especializado para tal efecto (Wi-
zard, Promega, Madison, USA). Los productos
purificados fueron secuenciados con €l kit “Dye
terminator” (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). En lareaccién de secuenciacion se
utilizaron losmismosiniciadores que paralaPCR
inicial. Finalmente se realizd la secuenciacion
automatizada de los productos de la PCR en un
secuenciador de capilar Perkin EImer tipo ABI
3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA).

Analisisdelas secuencias: L as secuencias obte-
nidas fueron ordenadasy comparadas con aqué-
[las previamente publicadas y con las que se en-
cuentran en los bancos de secuencias.

Resultados

Caracterizacion clinica. El casoindice (I1:1) era
un nifio de seis afios de edad que fue referido
para la evaluacion de sincope convulsivo recu-
rrente. Tenia pérdida congénitade laaudicion y
se habia tratado como epiléptico hasta que se
hizo el diagndstico de SQTL. Se colocé un mar-
capaso tras observar € fracaso del tratamiento
con bloqueadores beta-adrenérgicos. El andlisis
clinico delafamiliamostr6 que su hermana(ll:2)
también presentaba sordera. Por otra parte, los
dos padres asi como el hermano menor presenta-
ron audicion normal. Lahistoriafamiliar revelo
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la existencia de muerte stibita en tres familiares
de primer grado alos 18, 6y 4 afios de edad. No
se encontraron otros eventos con significacion
clinicaen el resto de los familiares.

ECG. Las caracteristicas de la repolarizacion
ventricular fueron analizadas en los ECG de 12
derivaciones de todos | os pacientes. En laFigu-
ra 2 se pueden observar los trazos de las deriva-
cionesll, avF, V2y V5detodoslosmiembrosde
lafamilia. Los ECG delosdos nifios con sordera
y de lamadre mostraron prolongacién del inter-
valo QTc de 0.46 (11:1), 0.49 (11:2) y 0.48 (1:2)
respectivamente. El hermano menor y el padre
tenian intervalos QTc normales (0.43 y 0.40).
En los afectados se encontrd en V5 unaonda T
debase muy anchacon T delargaduracién como
la descrita en quienes tienen el gen anormal en
el cromosoma 11.7#

Analisis de las mutaciones. El andlisis de SSCP
revel 0 una conformacion anormal en el exén 3
del gen KCNQL1 enlospacientes|:2, I1:1, y 11:2.
Los fragmentos aberrantes de PCR fueron se-
cuenciadosy se encontré unamutacion con cam-
bio de sentido (posicién G502A) en ese exén
como se muestraen laFigura 3. Estatransicion
se asocia con cambio en el coddn 168 (GGG a
AGG) que produce un cambio en el aminoéacido
fina (Gly-Arg). Este cambio de nucledtido se
encontré como unaformahomocigotaen los dos
individuos afectados (11:1 y 11:2) con sorderay
como heterocigota en la madre (1:2) que no su-
fria sordera. S6lo un sujeto era homocigoto tipo
silvestre(11:3) el cual no estaba afectado. No fue
posible hacer el andlisis de la mutacién en €l
padre. Esta mutacién no se encontré en 50 suje-
tos controles sanos analizados.

Discusion

Lasarritmiashereditariasventricularesdel SQTL
son resultado de la mutacién en genes que codi-
fican canalesionicos. Las arritmias mésfrecuen-
tes en pacientes con SQTL son la taquicardia
helicoidal (“torsades de pointes’) y la fibrila-
cion ventricular.>® Los SQTL se encuentran en
dos formas clinicas, el sindrome JLN y €l de
Romano-Ward (RW). Ultimamente se hadescri-
to una entidad clinica diferente, el sindrome de
Andersen que se incluye en SQTL y que se ha
encontrado también en mexicanos.® El sindro-
me de JLN es una enfermedad con un patrén
hereditario autonémico recesivo que se caracte-
riza por sordera congénita e intervalos QT mas
prolongados queel RW, ademasdequeene RW
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Fig. 2. ECG con los trazos de las derivaciones Il, aVF, V2, y V5 de todos los miembros de la familia. Los intervalos
QTc para cada individuo son indicados en la parte de debajo de la figura.

no hay sordera.'*? El gen afectado puede pro-
ducir diferentes manifestaci ones clinicas depen-
dientes de las mutaciones especificas.

Hasta ahora se han encontrado por [o menos seis
genesimplicadosenlagénesisdel SQTL. El gene
KCNQL1 codificaalaproteinaKvLQT1 que cons-
tituye la subunidad alfadel canal derectificacion
lenta (IKs).® Las mutaciones en KCNQL son los
defectos genéticos con mayor prevaenciaen los
SQTL. Se han descrito més de 70 mutaciones di-
ferentes en este gen. Las mutaciones homocigo-
tasde KCNQ1 seasocian con € sindromede JLN.
L os defectos en KCNQL disminuyen la corriente
repolarizante IKS los que prolongan la duracion
del potencial de accion y del intervalo QT. La
correlacion entre genotipo y fenotipo ha demos-
trado que las mutaciones KCNQ1 aumentan €l
riesgo de eventos cardiacos con €l estrés fisico o
emocional. El uso de bloqueadores beta-adrenér-
gicos en pacientes con SQTL 1 se asocia con una
recurrencia de 10% de eventos cardiacos.™

En el presente estudio se encontré que una
familia mexicanatenia unamutacion (G502A)

la cual se asocia con defecto en el segmento
transmembranal S2 del canal cardiaco de po-
tasio en el humano. Esta mutacién produjo un
cambio en aminoacidos (Gly-Arg) en el resi-
duo proteico 168. En esta familia, tres
miembrostienen intervalos QT prolongados
(lamadrey dos hermanos), sin embargo, sola-
mente los dos hermanos homocigotos para la
mutacion tenian sordera congénita. Esto esta
de acuerdo con informes previos de prolonga-
cion del QT cony sin sordera en familias con
JLN.* La mutacion encontrada ha sido infor-
mada en familias caucasicas con SQTL 3167
También esta bien establecido que esta muta-
cion tiene un efecto importante porque pro-
voca la pérdidatotal delafuncién del canal.'”
Esta eslaprimeravez que se informa unamu-
tacion en unafamiliamexicanacon SQTL. Un
intento de definir la mezcla genética en los
mexicanos, el grupo étnico se ha caracteriza-
do por medio de marcadores genéticos de va-
rios cromosomas. Los resultados de estos es-
tudios han demostrado 56% de genesindigenas
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Fig. 3. Se muestra la secuencia tipo silvestre (TS) y la secuencia mutada (M). La secuencia M presenta una
adenina (A) en lugar de la guanina (G) de la secuencia TS (el sitio de cambio se indica con una flecha). El codén

168 cambia de GGG (Gly) a AGG (Arg).

americanos, 46% de caucasicosy 4% de genes
negros.'®2° Por |o tanto la mutacién detectada
en una familia mexicana puede ser el resulta-
do de lamezcla con sujetos de origen caucasi-
co. El hecho de que esta mutacién se ha des-
crito antes sugiere que pudiera encontrarse en
diferentes poblaciones y pudiera en el futuro

ser importante para la metodol ogia diagnésti-
caen estos enfermos. El conocimiento de otras
mutaciones y su correlacién con el fenotipo
clinico podrian establecer un diagndstico mas
correcto para estos trastornos en el futuro y
prevenir la muerte siibita al encontrar marca-
dores predictivos de la enfermedad.
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