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Resumen

El sindrome de QT largo (SQTL) es una canalopatia arritmogénica que estd relacionada a arritmias
ventriculares y a sindrome de muerte subita. Se estima que en Estados Unidos se presentan de 3
mil a 4 mil defunciones por afio atribuibles a este sindrome. En nuestro pais se desconoce su

incidencia.

La secuenciacién genética se ha convertido en una herramienta importante para el diagndstico,
estudio y tratamiento de las distintas canalopatias cardiacas. En este trabajo realizamos la
caracterizacién electrofisioldgica de la mutacion D446E del canal de potasio Kv 7.1encontrada en
un paciente con diagnéstico clinico de Sindrome de QT largo. Dicha mutacién estd reportada como

variante de significado desconocido (GVUS).

Los registros electrofisioldgicos fueron realizados en células CHO-K1 transfectadas solo con Ia
subunidad alfa del canal de potasio Kv7.1 tanto Wild Type (WT) como la mutante D446E y también
en células transfectadas con la subunidades alfa (WT/D446E) y beta KCNE1. Cuando se realizé el
registro de las células transfectadas solo con la subunidad alfa del canal Kv 7.1, se encontré un
aumento significativo de la corriente de potasio en las células transfectadas con la subunidad alfa
mutada y al realizar los registros en presencia de la subunidad beta, el aumento de corriente

observado en las células transfectadas solo con la subunidad alfa desparece.

En conclusidn, debido a que en condiciones normales, la subunidad alfa se coexpresa con la
subunidad beta, los datos obtenidos en este trabajo, nos permiten determinar que la mutacion

D446E del canal de potasio Kv7.1. debe ser clasificada como no patogénica.



Introduccion

Muerte subita cardiaca

Desde el punto de vista clinico, consideramos como muerte subita a aquella que ocurre de manera
inesperada dentro de la primera hora desde el inicio de los sintomas o si se produce en ausencia
de testigos cuando el fallecido ha sido visto en buenas condiciones menos de 24 horas antes de

hallarlo muerto (Bayes de Luna and Elosua 2012).

Se estima que la muerte subita provoca cerca de 4 a 5 millones de decesos por afio en todo el
mundo. En México se presentan alrededor de 53,000 muertes subitas anuales (Asensio, Narvaez et
al. 2005) y aunque la muerte subita también se reporta en lactantes, son raros los casos que se
presentan en las primeras décadas de vida, y cuando aparecen, generalmente estan relacionados a
actividades deportivas y a cardiopatias de origen genético como miocardiopatia hipertréfica,

miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho y canalopatias.

Las causas de muerte subita son variadas, la causa principal es por cardiopatia isquémica la cual
puede resultar en fibrilacidon ventricular como consecuencia final, otras causas menos frecuentes
son cardiopatia hipertensiva, valvulopatias, miocarditis, cardiopatias congénitas, embolia

pulmonar, diseccion adrtica, hemorragia cerebral.

El sindrome de muerte subita inexplicable generalmente se presenta en personas menores de 40
afios que se encuentran aparentemente sanas sin patologia previa detectada. Es dificil llegar a un
diagndstico especifico ya que los pacientes son asintomaticos y no tienen evaluaciones médicas
previas. Se estima que el 30% de los pacientes con muerte subita inexplicable tienen mutaciones
en algun canal idnico (Gonzalez-Melchor, Villarreal-Molina et al. 2014). Estas alteraciones en los
canales idnicos, llamadas canalopatias incluyen a la taquicardia ventricular catecolaminérgica, el

sindrome de Brugada, el sindrome de QT corto y el sindrome de QT largo (SQTL).

Sindrome de QT largo.

El sindrome de QT largo (SQTL) es una canalopatia arritmogénica que esta relacionada a arritmias
ventriculares y a sindrome de muerte subita. Se caracteriza por la presencia de alteraciones en la
fase de repolarizacién del potencial de accidn, lo cual se registra en el electrocardiograma como

una prolongacion del intervalo QT (QT corregido > 480 ms).



El SQTL fue descrito por primera vez en 1957 por Jervell y Lange-Nielsen, ellos observaron una
marcada prolongacion del intervalo QT en 3 pacientes sin antecedentes de enfermedad cardiaca
acompafiada de sincope y de sordera congénita (Jervell and Lange-Nielsen 1957). En 1964,
Romano y en 1965 Ward, observaron un sindrome semejante al visto por Jervell y Lange-Nielsen,

pero sin presencia de sordera neuronal.

En las personas con SQTL existen diversos factores que pueden desencadenar una alteracién en la
repolarizacion, tales como el ejercicio fisico, natacién o estimulos auditivos, lo cual lleva a una
modificacién de la frecuencia cardiaca. Aunque generalmente la frecuencia cardiaca regresa a los
valores normales de manera espontanea, el paciente puede manifestar sincope o en algunos casos

presentar arritmia letal en el primer episodio.

Se estima que en Estados Unidos se presentan de 3 mil a 4 mil defunciones por afo atribuibles a
este sindrome y aunque la incidencia del SQTL en nuestro pais se desconoce, es importante

resaltar los siguientes hechos respecto al SQTL:

1) una de las pocas familias a nivel mundial y probablemente una de las mas
grandes con sindrome de Andersen (SQTL7) es mexicana, (Medeiros-Domingo,

Iturralde-Torres et al. 2007)

2) fue con una familia mexicana que se describié el SQTL10,(Medeiros-Domingo,

Iturralde-Torres et al. 2007) y

3) uno de los raros casos de sindromes de sobre posicion (overlapping) fue
descrito en un paciente mexicano. (Medeiros-Domingo, Iturralde-Torres et al.

2007)

El SQTL se clasifica en 2 grupos dependiendo de la presentacién, homocigota o heterocigota. El
grupo de presentacion homocigota o sindrome de Jervell-Lange-Nielsen, es en el que los pacientes
presentan sordera congénita y la presentacién heterocigota o sindrome de Romano-Ward es en la
que los pacientes no presentan sordera. En la clasificacidn actual, el SQTL se clasifica de acuerdo a
los hallazgos genéticos, se conocen 15 subtipos de SQTL determinados por distintas mutaciones en
al menos uno de 15 genes: KCNQ1, KCNH2, SCN5A, ANKB, KCNE1, KCNE2, KCNJ2, CACNA1C, CAV3,
SCN4B, AKAP9, SNTA1, KCNJ5, CALM1 y CALM2.



En el sindrome de QT largo tipo 1 (SQTL 1) el gen afectado es KCNQ1 (o KvLQT1) localizado en el
cromosoma 11, que codifica para la subunidad o del canal de potasio que origina la corriente IKS
(Medeiros-Domingo, Iturralde-Torres et al. 2007). Debido a la mutacién de este gen, el potencial
de accidn se prolonga por una disminucion de la corriente saliente de potasio durante la fase 3 del
potencial de accién, lo que provoca que la repolarizacion ventricular y el intervalo QT se alarguen.
Los pacientes con este sindrome suelen presentar arritmia ventricular al realizar ejercicio,
principalmente con la natacién, lo que se presenta en el electrocardiograma como onda T de base

ancha con una duracién prolongada.

Los pacientes con sindrome de QT largo tipo 2 (SQTL2) suelen presentar arritmias ventriculares en
respuesta a estrés emocional, estimulos auditivos subitos y durante el suefio o ejercicio. En el
electrocardiograma la onda T suele ser de baja amplitud (Medeiros-Domingo, Iturralde-Torres et
al. 2007). El gen afectado en este sindrome es KCNH2 o HERG, estd localizado en el cromosoma 7 y
codifica para la subunidad alfa del canal de potasio Kv11.1. Las mutaciones en HERG provocan
disminucién de la corriente IKR, esto provoca una prolongacion en la duracion del potencial de

accion.

Las personas con sindrome de QT largo tipo 3 (SQTL3) tienen mayor riesgo de presentar arritmias
malignas durante el reposo o en bradicardia. El electrocardiograma de estos pacientes suele
mostrar onda T acuminada, de aparicidn tardia, que deja observar con claridad el alargamiento del
segmento ST (Medeiros-Domingo, Iturralde-Torres et al. 2007). El gen afectado en el SQTL3 es el
SCN5A, que codifica para la subunidad alfa del canal de sodio Navl.5. Las mutaciones de este
canal permiten la reapertura de los canales de sodio, de este modo, aumentan la corriente de

entrada en la meseta y prolongan la duracién del potencial de accién.

El sindrome de QT largo tipo 4 (SQTL4) es una variedad rara y explica cerca del 1% de los casos los
cuales presentan un cuadro atipico con una gran variedad de arritmias que incluyen taquicardia
ventricular polimédrfica catecolaminérgica, fibrilacién auricular, trastornos en la conduccion
intraventricular, disfuncion del nodo sinusal y bradicardia. El electrocardiograma de estos
pacientes tiene el QTc dentro en los limites normales (Medeiros-Domingo, Iturralde-Torres et al.
2007). El gen afectado en el SQTL4 es ANKB o ANK2 que codifica la sintesis de anquirina-f la cual
es una proteina estructural que vincula proteinas de la membrana del cardiomiocito con proteinas
del citoesqueleto. Las mutaciones del gen ANKB interfieren con la proteina de anclaje de la Na*/K*

ATPasa y el intercambiador Na*/Ca”, resultando en un aumento intracelular de sodio que facilita

10



la aparicion de despolarizaciones tardias y arritmias, ademas de un aumento compensatorio de los

depdsitos de calcio.

El sindrome de QT largo tipo 5 (SQTL5) es provocado por mutaciones en el gen KCNE1 localizado
en el cromosoma 21 el cual codifica la sintesis de la subunidad 3 del canal de potasio Kv 7.1,
también conocida como subunidad minK. La funcién de esta subunidad es regular el

funcionamiento de la subunidad alfa.

El sindrome de QT largo tipo 6 (SQTL6) es resultado de la mutacién del gen KCNE2 que estd
localizado en el cromosoma 21. Codifica para la subunidad 1 o MiRP1 (o minK-relacionado a
proteina 1). Este gen esta localizado en el mismo cromosoma que minK. Los 2 genes tienen

muchas semejanzas, lo que sugiere un origen comun.

El sindrome de QT largo tipo 7 (SQTL7) o sindrome de Andersen-Tawil, es una alteracion
autosdmica dominante que se caracteriza por paralisis periddica, desarrollo esquelético anormal,
arritmias ventriculares. El gen afectado en este sindrome es KCNJ2 que estd localizado en el
cromosoma 17, que codifica para el canal de potasio Kir2.1, este juega un rol importante en la
generacion de la corriente de entrada de repolarizacion (IK1) durante la fase 4 del potencial de
accion cardiaco. Los pacientes presentan una modesta prolongacién del QTc (Modell and Lehmann

2006).

El sindrome de QT largo tipo 8 (SQTL8) es provocado por mutacién en el gen CACNAIC que se
localiza en el cromosoma 12, esta mutacidn provoca el sindrome de Timothy, que se caracteriza
por malformaciones cardiacas, deficiencia del sistema inmune, hipoglucemia intermitente,
autismo, y una marcada prolongaciéon del intervalo QT (hasta 730 ms) y arritmias fatales (Modell

and Lehmann 2006).

El sindrome de QT largo tipo 9 (SQTL9) es provocado por mutaciones en el gen CAV3 localizado en
el cromosoma 3, que codifica la sintesis de caveolina 3. Recientemente se han descrito diversas
mutaciones en esta proteina que altera las propiedades biofisicas del canal de sodio Nav 1.5.

(Medeiros-Domingo, Iturralde-Torres et al. 2007).

El sindrome de QT largo tipo 10 (SQTL10) resulta de la mutacidn del gen SCN4B, localizado en el
cromosoma 11 que codifica para la subunidad 4 del canal de sodio. La subunidad 3 desempefia

un papel importante en la regulacién de la cinética del canal, la transduccién de sefiales y la
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expresion de la subunidad del canal de sodio. La mutacidn en SCN4B induce un cambio positivo en
la inactivacion de los canales de sodio, que incrementa en la corriente de sodio y retrasa la
repolarizacion de forma similar a lo que sucede en el sindrome de QT largo tipo 3 (Medeiros-

Domingo, Iturralde-Torres et al. 2007).

Los sindromes de QT largo del tipo 11 al 15 son producidos por mutaciones en los genes AKAP9,

SNTA1, KCNJ5, CALM1, CALM2 y su frecuencia de aparicién es muy rara.

En la figura 1 se muestra un esquema de la relacidn entre las corrientes idnicas afectadas en cada

tipo de SQTL y la parte del potencial de accidn a la que afectan.

Para el diagndstico de sindrome de QT largo se utilizan los criterios de Schwartz los cuales incluyen
sintomas, historia familiar y hallazgos electrocardiograficos. El diagndstico de se realiza en

pacientes con una puntuacién mayor a 3.5.

Criterio

QTc > 480 ms 3
QTc 460- 470 ms 2
QTc 450-459 ms (hombres) 1
Recuperacién del QTc después de prueba de esfuerzo >480 ms 1
Torsade de pointes 2
Ondas T alternantes 1
Ondas T picudas en 3 derivaciones 1
®Frecuencia cardiaca baja para la edad 0.5
Sincope con estrés 2
Sincope sin estrés 1
Sordera congénita 0.5
Familiares con SQTL 1
Antecedente de muerte cardiaca subita en familiares menores de 30 afios 0.5

Tabla 1. Criterios diagnédsticos para el SQTL. QTc es calculado con la férmula de Bazett. ° El
término frecuencia cardiaca baja para la edad, se refiere a la frecuencia cardiaca en reposo
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gue se encuentra debajo del segundo percentil para la edad. Tomado y modificado de
(Mizusawa, Horie et al. 2014).

Como tratamiento de primera eleccidn para el sindrome de QT largo se usan beta bloqueadores.
En pacientes con SQTL1 y SQTL2, el tratamiento con propanolol o nadolol ha demostrado ser mds
efectivo que metoprolol. La terapia con beta bloqueadores es mas efectiva en pacientes con
SQTL1 debido a que la estimulacion adrenérgica es importante en la patogénesis del SQTL1. En el
SQTL2, ademas del tratamiento con beta bloqueadores, se utilizan bloqueadores de los canales de
sodio como mexiletina que tienen un efecto positivo en pacientes con eventos cardiacos
recurrentes con tratamiento exclusivo a base de beta bloqueadores. En el SQTL2, adicionalmente
se usan suplementos de potasio ya que se ha demostrado que la administracion oral de potasio
aumenta la concentracién plasmatica de potasio ayudando a reducir el intervalo QTc, aunque no
esta definido si este efecto se mantiene a largo plazo (El-Sherif and Boutjdir 2015). En el SQTL3
ademas del uso de beta bloqueantes, se puede usar mexiletina. En pacientes con antecedentes de
infarto, con sintomatologia y pacientes con sindrome de Jervell- Lange-Nielsen que tienen un
mayor riesgo de muerte subita, el mejor tratamiento en estos casos es el uso de

cardiodesfibrilador implantable y denervacidn simpatica izquierda (Mizusawa, Horie et al. 2014).
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Figura 1. Esquema de las corrientes idnicas que participan en la formacion del potencial de
accion ventricular y los genes que producen SQTL. En el esquema se representan las corrientes
idnicas (linea negra continua), que contribuyen a la formacidn del potencial de accién en miocitos
ventriculares (linea gris continua). Las corrientes idnicas con disfuncién que se asocian a los
diferentes tipos de SQTL se observan en lineas punteadas. Imagen tomada y modificada de (Amin,
Pinto et al. 2013).
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Genética cardiaca

Los seres humanos tenemos 70 000 genes distribuidos en 23 pares de cromosomas localizados en
el nucleo de las células (22 autosémicos y 1 par sexual) y un Unico cromosoma mitocondrial. Cada

par de cromosomas tiene los mismos genes, de los que tenemos 2 copias y se denominan alelos.

La molécula de ADN esta formada por cuatro tipos distintos de nucleétidos. Cada grupo de tres
nucledtidos codifica un determinado aminodcido. La acumulacién progresiva de todos los

aminoacidos codificados por el gen, da lugar a la creacidon de la proteina.

Existen variaciones genéticas discontinuas que llevan a la aparicidon de varios tipos y formas de
individuos de una misma especie, a estas variaciones se les llama polimorfismos. El ejemplo mas
claro de un polimorfismo es la separacién de los organismos en sexos, masculino y femenino. Si un
polimorfismo persiste a través de varias generaciones es porque representa alguna ventaja o
desventaja sobre las demds poblaciones en términos de seleccidon natural. Sin embargo, las
variaciones genéticas en genes que codifican para proteinas importantes en el funcionamiento
celular pueden ser perjudiciales, por ejemplo, las alteraciones en las proteinas que forman los

canales idnicos (Darbar 2010).

En ocasiones, se puede producir la insercidn, delecion o el cambio en el orden de los nucledtidos,
estos son defectos genéticos llamados mutaciones, las consecuencias de este ajuste en los genes

puede llevar a la sintesis de una proteina diferente o defectuosa y provocar alguna enfermedad.

Una mutacion puntual es un cambio en un solo nucleétido o en un ndmero reducido de

nucledtidos. Las mutaciones se clasifican en diferentes tipos:

1. Mutaciones silenciosas, en las que hay un cambio en una de las bases del ADN, pero el
triplete sigue codificando para el mismo aminodcido.

2. Mutacién missense, en la que hay un cambio en una de las bases de ADN haciendo que el
triplete codifique para un aminodacido diferente.

3. Mutacién nonsense, en la que un cambio en una base de ADN haciendo que el nuevo
triplete determina el fin de la cadena de aminodcidos, lo cual deja incompleta a la
proteina.

4. Mutacion por Insercién, en la que se aflade una o mas bases al ADN original,

5. Mutacién por delecidn, en la que se pierde una o mas bases.
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6. Mutacién por duplicacion, en la que un fragmento de ADN se copia varias veces.
7. Frameshift mutation, en esta mutacidn se cambia el marco de lectura.

8. Polimorfismos

Que el individuo desarrolle o no una enfermedad a causa de una mutacién depende de la
importancia de la proteina en la funcién general del cuerpo humano, si la mutacion afecta al ADN
de una célula germinal o reproductiva, se transmitira a las siguientes generaciones y causara una

enfermedad hereditaria.
Las enfermedades hereditarias se clasifican en:

1. Alteraciones cromosémicas, con la delecidon o adicién de una parte o un cromosoma
entero.

2. Enfermedades poligénicas (las mas frecuentes) que se deben a la interaccion de diferentes
genes.

3. Enfermedades monogénicas, en las que solo un gen causa la enfermedad y su patrén de
herencia sigue las leyes de Mendel

a. Enfermedades autosémicas dominantes en las que solo un alelo es defectuoso y
es suficiente para originar la enfermedad, la descendencia tiene un 50% de
posibilidad de ser portador de la enfermedad si uno de los padres esta afectado.

b. Enfermedades autosémicas recesivas en las que los dos alelos deben ser
defectuosos para que se produzca la enfermedad, si ambos padres son
portadores, la descendencia tiene un 25% de padecer la enfermedad y 50% de ser
portadores.

c. Enfermedades ligadas al sexo en las que las mujeres solo son portadoras de la
enfermedad en uno de los cromosomas X y los varones padecen la enfermedad si
heredan el cromosoma mutado.

d. Enfermedades mitocondriales las cuales solo son transmitidas por las mujeres.

(Campuzano, Sarquella-Brugada et al. 2009)

Las enfermedades relacionas a muerte cardiaca subita son producto de alteraciones en la

codificacién genética de tres grandes proteinas:

1. Proteinas sarcoméricas, que se encargan de la generacién de la fuerza en el cardiomiocito.

2. Proteinas del citoesqueleto
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3. Proteinas que codifican para los canales idnicos

Las enfermedades cardiacas estructurales y las canalopatias han sido tomadas como ejemplo de
herencia mendeliana monogénica, penetrancia incompleta y variabilidad clinica. Gracias a nuevas

técnicas que permiten la secuenciacién simultdanea de un mayor nimero de genes, exoma o todo

el genoma, se han detectado multiples variantes patogénicas que sugieren la existencia de
mutaciones digénicas (2 variantes en 2 diferentes genes) u oligogénicas (mas de 2 variantes en

mas de 2 diferentes genes) (Vatta and Spoonamore 2015).

El uso de las nuevas técnicas de secuenciacidn ha demostrado variantes digénicas en
aproximadamente un 8% de pacientes con SQTL y generalmente se asocia a un fenotipo mas
severo. Estos hallazgos sugieren que las variantes digénicas u oligogénicas pueden tener un efecto

funcional cooperativo que seria insignificante cuando se analiza cada variante por separado.

En diversos estudios en pacientes son SQTL, a los que se les realizan pruebas genéticas para
identificar la mutacion afectada, solo se logra identificar la mutacién patogénica en un 25 a 80%,
ademas se pueden encontrar variantes genéticas de significado desconocido (GVUS, genetic

variant of unknown significance) (Marquez, Cruz-Robles et al. 2015).

Electrocardiograma

El electrocardiograma es el registro grafico, en funcidn del tiempo, de las variaciones del potencial
eléctrico generadas por las células cardiacas, registrado en la superficie corporal. En la figura 2
podemos observar un esquema en el que se observa el potencial de accion de diferentes regiones

del corazén y su relacion con el registro electrocardiografico.

La formacion del impulso eléctrico y su conduccion generan corrientes eléctricas débiles que se
diseminan por todo el cuerpo. Al colocar electrodos en diferentes partes del cuerpo y conectarlos

a un electrocardiégrafo se obtiene el trazado caracteristico.

Algunas normas indispensables para realizar un registro electrocardiografico son: la velocidad de
papel debe ser de 25 mm/s, la amplitud de calibracion de 1mv = 1cm, los sitios de la colocacién de

los electrodos, los cuales dan lugar a las derivaciones mono polares y bipolares (Harris 2016).
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Las derivaciones bipolares son 3; DI, DIl y DI, las cuales forman el tridngulo de Eithoven y sirven
para registrar los potenciales eléctricos en el plano frontal. Existen otras 3 derivaciones en el plano

frontal llamadas bipolares amplificadas (aVR, aVL, aVF).

Las derivaciones monopolares son 6 (V1 - V6), se obtienen colocando electrodos a nivel precordial,
estds derivaciones comparan la activad del punto en donde se coloca el electrodo contra la suma

de las tres extremidades.

Dentro de los componentes de un electrocardiograma tenemos diferentes ondas y complejos:

La onda P indica la activacion auricular, su duraciéon es menor de 120 milisegundos y su voltaje es
menor de 0.2mV, su polaridad es positiva, solo es negativa en aVR y V1. La repolarizacidn auricular
es de polaridad opuesta a la onda P pero no suele apreciarse debido a que coincide con la

despolarizacién ventricular (Harris 2016).

El intervalo PR mide el tiempo que tarda un impulso en propagarse a través del sistema de
conduccién auriculoventricular desde el nodo sinusal, a través de la auricula y el nodo
auriculoventricular, continuando por el haz de His y a través del sistema de Purkinje hasta el
comienzo de la contraccién ventricular. Este intervalo se mide desde la onda P hasta el comienzo

del complejo QRS, su duracidon normal debe ser menor de 20 milisegundos (Harris 2016).

El complejo QRS es resultado de la activacidn, despolarizacidn y contraccion ventricular, tiene un
limite superior de duracidén de 100 milisegundos. La duraciéon del complejo QRS se considera

normal si se encuentra menor a 120 milisegundos (Bagliani, De Ponti et al. 2017).

El punto J en un ECG representa la transicion desde la activacidn y la despolarizacién ventricular
hasta el periodo que precede a la repolarizacién ventricular, generalmente no es visible en el
electrocardiograma normal salvo por algunas variaciones. El segmento ST abarca este periodo
entre la despolarizacién y la repolarizacién ventricular. Los cambios en el segmento ST reflejan
corrientes locales de lesion que pueden dar lugar a que las células tengan un potencial de
membrana en reposo mayor, dando lugar a una despolarizacion parcial. Estas corrientes locales de
lesién también pueden dar lugar a una repolarizacion precoz y a cambios en el segmento ST. La
importancia de los cambios en el segmento ST se define por un cambio desde la linea basal > 0,1

mV (Pelliccia and Quattrini 2015).
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La onda T representa la repolarizacion ventricular, la polaridad suele ser negativa solo en aVR. La
amplitud de la onda T no suele superar los 0.5mV en las derivaciones del plano frontal y 1mv en

las precordiales, su duracién es menor de 10 milisegundos (Harris 2016).
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Figura 2. Actividad eléctrica en el miocardio. Arriba: esquema de un corazén humano con una
ilustracion de un potencial de accion en diferentes regiones. Abajo: esquema de un
electrocardiograma de superficie donde se muestran las diferentes ondas mencionadas en el
texto. Imagen tomada de (Nerbonne and Kass 2005).
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Potencial de accidon cardiaco

El corazdn es un drgano muscular hueco, con forma de cono invertido, con el vértice dirigido hacia
abajo y la base hacia arriba, que se extiende entre la segunda costilla y el quinto espacio
intercostal. Estd formado por cuatro cavidades, 2 superiores llamadas auriculas y 2 inferiores

Ilamadas ventriculos.

La principal funcion del corazén es bombear sangre para asegurar el flujo sanguineo a todos los
tejidos, para lograr esto, el corazdon se contrae de manera coordinada vy ciclica, primero hay un
periodo de relajacidn o didstole en el que las cavidades cardiacas se relajan y se llenan de sangre y

en el segundo periodo o sistole, las cavidades se contraen y expulsan la sangre hacia las arterias.

Para que el corazén pueda mantener su funciéon de bomba, cuenta con el nodo sinoauricular que
se encarga de controlar el ritmo cardiaco. Las células del nodo sinoauricular producen potenciales
de accion en un promedio de 70 a 80 veces por minuto, estos potenciales se conducen desde las
células marcapasos a las células musculares auriculares, posteriormente al nodo
auriculoventricular, al haz de His y por ultimo a las fibras de Purkinje. La propagacion del impulso
eléctrico de una célula cardiaca a otra, se logra gracias a la presencia de los discos intercalares,

gue son el sistema de unién entre células cardiacas.

El potencial de accidn cardiaco puede dividirse para su estudio en 5 fases, tal y como se aprecia en
la figura 3, en cada fase del potencial hay activacién e inactivacién de distintas corrientes. En la
primera fase, también llamada fase 0, hay apertura de los canales rapidos de Na* dependientes de
voltaje (Nav 1.5) que despolarizan con rapidez la membrana llevando los valores del potencial de
reposo hacia el potencial de equilibrio de Na®. En la fase 1 hay una repolarizacién parcial debido
tanto a una corriente repolarizante de potasio, como a la inactivacién rapida de los canales de
sodio. En el ventriculo, la corriente de potasio presente es la corriente transitoria de potasio (Ito),
mientras que la corriente ultrarrdpida de potasio (lx,) induce una repolarizacién temprana en el
potencial de accién en auricula. Durante la fase 2, también llamada meseta, la velocidad de la
repolarizacion disminuye, esta fase es resultado de la entrada de sodio a través de un numero
reducido de canales que permanecen abiertos y a la activacion de la corriente de calcio.
Posteriormente los canales de calcio tipo L presentan una inactivacién lenta, mientras que hay un

incremento de las corrientes repolarizantes de potasio (IKR, IKS), formando la fase 3. En la fase 4,
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se activa una corriente de salida de potasio IK1 la cual ayuda en la repolarizacién en la parte final

de la fase 3 y ayuda al mantenimiento del potencial de reposo (Grant 2009).
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Figura 3. Formas del potencial de accidon en cardiomiocitos humanos con las corrientes idnicas
implicadas en su generacidn. A la izquierda se observa un potencial de accién de ventriculo y a la
derecha de auricula. El curso temporal de las corrientes de sodio y calcio son similares en auricula
y ventriculo, sin embargo, existen diferentes tipos de corrientes de potasio que se expresan de
manera diferente en ambas cdmaras provocando diferencias en la fase de repolarizacién del
potencial de accidn. Imagen tomada de (Nerbonne and Kass 2005).

Canales idonicos

Una de las funciones de la membrana celular es ser una barrera que separa el medio intracelular
del extracelular. Las sustancias liposolubles pueden atravesar la membrana celular por un proceso
de difusidn pasiva que facilita el paso desde la zona mayor concentracion a la de menor
concentracién. Las moléculas que son hidrofilicas como los iones, necesitan de canales especificos
que les permitan atravesar la membrana celular. Los canales idnicos estan formados por un

conjunto de proteinas, se encuentran en la membrana celular y permiten el flujo de iones ya sea
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hacia el interior o exterior de la célula. El flujo de iones que atraviesa cada canal puede medirse
como una corriente eléctrica, que es capaz de producir rdpidos cambios en el potencial de

membrana.

Los canales idnicos tienen 2 funciones fundamentales: permeabilidad y funcidén de compuerta. La
permeabilidad selectiva de un canal a un ion es la base de la clasificacién de los canales idnicos. La
funcién de compuerta de un canal idnico consiste en el mecanismo de apertura y cierre del canal.
De acuerdo al mecanismo de compuerta se clasifica a los canales iénicos como dependientes de

voltaje, ligando dependientes y mecano-sensibles (Grant 2009).

Los canales dependientes de voltaje cambian su conductancia de acuerdo al potencial de
membrana. Los canales idnicos dependientes de voltaje tienen 3 estados; un estado activo en el
qgue hay flujo de iones y 2 estados en los que no permiten el flujo de iones: estado cerrado y

estado inactivo.

El estado cerrado no permite el paso de iones, pero los canales dependientes de voltaje pueden
pasar al estado abierto en respuesta a cambios de voltaje en la membrana celular. El paso del
estado cerrado al estado abierto, se conoce como activacién, esto permite el paso de iones a
través del canal. Desde el estado abierto, el canal puede pasar al estado cerrado, es decir, se
desactiva o puede pasar al estado inactivo en el que tampoco hay paso de iones, a este paso se le
llama inactivacién. Desde el estado inactivo, el canal dependiente de voltaje puede pasar al estado

abierto, este proceso se conoce como recuperacion de la inactivacion.

Canal de potasio Kv7.1

El canal de potasio Kv 7.1 es un canal de potasio dependiente de voltaje. Esta codificado por el gen
KCNQ1. Este canal de potasio estd formado por subunidades alfa que son las que forman el poro
del canal y 4 subunidades beta que son codificadas por el gen KCNE. Cada subunidad alfa esta
dividida en 6 segmentos transmembranales, los segmentos 5 y 6 son los que se encargan de la
formacién del poro del canal, mientras que los segmentos 1 a 4 forman el sensor de voltaje. Este
canal de potasio permite el flujo de iones de potasio y es el responsable de la generacién de la

corriente de potasio IKS, la cual se activa y tiene un papel importante en la fase 3 o de
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repolarizacion del potencial de accién cardiaco. La co-expresién de la subunidad beta del canal

provoca que la activacion de la corriente sea a voltajes mas despolarizados que -30mV.

La presencia de la subunidad beta modifica la cinética del canal, pues incrementa la amplitud de

corriente, enlentece la activacién y elimina de manera parcial la inactivacion del canal.

La porcidn carboxilo terminal de este canal es intracelular y de gran tamafio, cuenta con 328
aminodacidos y presenta varios sitios de unién importantes como a calmodulina, AKAP9, KCNE,
ademas de participar activamente en el ensamblaje del canal y su transporte hacia la membrana

celular. En la figura 4 se muestra la conformacidn de la regidon carboxilo terminal.
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Figura 4. Esquema de la region carboxilo terminal del canal Kv7.1. En el esquema se representan
las cuatro divisiones de la region carboxilo terminal. La region comprendida por las hélices Ay B es
el sitio principal de unién a calmodulina. Imagen tomada y modificada de (Wiener, Haitin et al.
2008).
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Justificacion

La muerte subita cardiaca debida a canalopatias cardiacas, afecta principalmente a adultos
jévenes y atletas. Se estima que el 30% de los pacientes con muerte subita inexplicable tienen
mutaciones en algun canal idnico. En muchas ocasiones no hay ninguna manifestacion previa a la
muerte subita, ademas que las canalopatias cardiacas son un conjunto de enfermedades que
tienen bases genéticas que en ocasiones son desconocidas por el médico general o por el
cardidlogo. A pesar de que gracias al uso de nuevas técnicas de secuenciacién, se pueden
identificar las mutaciones patogénicas en las distintas canalopatias cardiacas, solo se logra
identificar la mutacién patogénica, ya sea monogénica, digénica u oligogénica, en un 25 a 80%,
ademas en ocasiones solo se encuentran polimorfismos o mutaciones cuyo significado clinico es
aun incierto. Por esto es de gran importancia el estudio de las canalopatias cardiacas, ya que, el
conocimiento del efecto de las distintas mutaciones sobre los canales idnicos en células cardiacas,
aunado al estudio clinico y familiar de los pacientes, se convierte en una herramienta de gran

utilidad para el adecuado diagndstico y tratamiento de los pacientes.

En este trabajo realizaremos la caracterizacion electrofisioldgica de una mutante del canal de
potasio Kv 7.1 de un paciente diagnosticado con SQTL, dicha mutacidn no ha sido reportada como

asociada a dicho sindrome (Marquez, Cruz-Robles et al. 2015).
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Hipotesis
La mutacidn puntual D446E en el gen KCNQ1, provoca cambios funcionales en el canal de potasio

asociados al sindrome de QT largo.

Objetivo general

Determinar el efecto de la mutacién puntual D446E en el gen KCNQ1 sobre el funcionamiento del

canal de potasio Kv 7.1.

Objetivos especificos

1.- Generar la mutante D446E del gen KCNQ1 en el pldsmido CMV-XL4.

2.- Expresar el canal Wild Type KCNQ1 y su mutante en células CHO-K1 por medio de transfeccién

transitoria.

3.- Evaluar mediante electrofisiologia si la mutacién D446E provoca alteraciones en la corriente de

potasio IKs.

a. Determinar si las células CHO expresan corrientes idnicas enddgenas

b. Registrar la corriente IKs en las células transfectadas.
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Diagrama general de trabajo
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Cultivo y linea celular

Se utilizaron células CHO-K1, las cuales derivan de células de epitelio de ovario de hamster. Estas
células han sido empleadas con éxito como sistema de expresion heterélogo en experimentos de
electrofisiologia. Tienen un tiempo de duplicacidn de 15 horas y para el mantenimiento del cultivo
se utilizé Medio Eagle Modificado de Dulbecco, DMEM con alta concentracién de glucosa y
adicionado con 10% de suero bovino fetal y 1% de antibidtico-antimicdtico. El cultivo fue
mantenido en una incubadora humeda a 37°C con una atmdsfera saturada al 5% de CO2. Para
conservar las células en buen estado, fueron mantenidas en una confluencia no mayor al 80-90%%

y fueron divididas y resembradas cada 3 a 4 dias a una dilucién 1:10.

Generacion de la mutacion

Los vectores con la secuencia WT de los canales fue donada por el laboratorio de Cardiologia
Molecular de la Fundacidn Salvatore Maugeri, de Pavia Italia. Las mutaciones en cada una de las
secuencias fueron realizadas en colaboracién con el laboratorio de Biofisica de Canales a cargo del
doctor Juan Carlos Gémora Martinez del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Con el fin de
generar la mutacidon del gen KCNQ1 en el plasmido CMV-XL4; se amplific6 mediante PCR una
region de 100 pb rio arriba y rio abajo de donde se encuentra el nucledtido 1338, del canal de
potasio para generar la mutacién puntual. La mutacién fue realizada con la técnica de mutagénesis
por sobrelapamiento usando PCR (Reaccién en cadena de polimerasa)(Ho, Hunt et al. 1989). Para
realizar esta técnica, se usaron cuatro oligonucleétidos o “primers”, dos de estos primers con el
cambio en la base que da origen a la mutacién. Para la amplificacién de los genes en cuestion se
utilizaron oligonucledtidos elaborados con el programa DNASTAR, los cuales permitieron generar
sitios de restriccidn EcoRl, sitio util para ligar al vector CMV-XL4 previamente cortado con la misma

enzima.

Una vez que identificamos la regidn codificante del gen WT, realizamos la primera PCR, con la que
se obtienen dos productos, después se realizd una segunda PCR usando los primers de los
extremos, con la que hubo un sobrelapamiento de ambos productos y asi obtuvimos el producto
final con la mutacidn deseada. Una vez que se obtiene el producto final, se insertd en la region
polylinker del vector CMV-XL4, para realizar la insercion se usaron las enzimas de restriccion Sac | y

Bgl Il. Posterior a esto, el vector fue insertado en las células de E.coli mediante un proceso de
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transformacion inducido por cloruro de calcio o mediante electroporacién. Posteriormente se
realizé la secuenciacion de DNA para tener la certeza que el producto de la mutagénesis es el

deseado.

Las condiciones para la amplificacién son: desnaturalizacion 95°C 5 min, después 30 ciclos de 95°C

1 min, 62°C 30 segundos, 72°C 30 segundos, y un ciclo final 72°C 10 min.

Transfeccidon

Para realizar la transfeccidn se utilizé el reactivo de transfeccion Effectene. Dos dias previos a la
transfeccion, se sembraron 38000 células/cm2 en una caja Petri de 35mm con 2ml de medio
DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%. Las células fueron incubadas y se
mantuvieron hasta una confluencia de entre 60% y 80% el dia de la transfeccion. Para la
transfeccion de la subunidad dilui ADN, Enhancer y Buffer EC con las concentraciones que se

muestran en la tabla 2.

ADN Enhancer | GFP Buffer
EC
Subunidad a WT/D446E 0.4 ug 4.8 pl 0.2 ug 92.2 pl
Subunidad o WT/D446E | 0.3 ug subunidad a 4.8 ul 0.2 ug 91.2 ul
+Subunidad 0.3 pg subunidad

Tabla 2. Concentraciones de ADN utilizadas en la transfeccion.

Esta mezcla fue colocada en vortex por 1 segundo y la incubé a temperatura ambiente durante 3
minutos para posteriormente aplicar 15 pl del reactivo de transfeccion Effectene a la mezcla, la
cual coloqué nuevamente en vortex por 10 segundos y fue incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente para permitir la formacion de los complejos de transfeccion. Mientras que
la formacién del complejo tenia lugar, aspiré el medio de crecimiento de la caja Petri, y lavé con 1
ml de PBS, posteriormente se agregué 1 ml de medio de cultivo fresco a las células. Afiadi 1 ml de
medio de cultivo al tubo que contenia los complejos de transfeccidén, mezclé con ayuda de una
pipeta y agregué la mezcla final gota a gota a las células en las cajas de 35mm. Por ultimo, agité

suavemente la caja Petri para asegurar la distribucién uniforme de los complejos de transfeccion.

Las células con los complejos de transfeccidon fueron incubadas bajo condiciones normales de

crecimiento durante 6 horas antes de recambiar el medio. 24 horas después de hacer la

28




transfeccion, las células eran tripsinizadas y re-sembradas para realizar los experimentos de

electrofisiologia al dia siguiente.

Electrofisiologia

Las células CHO-K1 transfectadas, eran tripsinizadas 24 horas después de la transfecciéon y
resembradas en cajas Petri de 35mm que era colocada en un microscopio invertido el dia de
registro. Para identificar a las células transfectadas, se realizé la transfeccién con GFP y se utilizd
un microscopio Leica DM IL LED con un sistema de epifluorescencia con filtros para GFP (Ex.

470/50; Em. 530/40; Dicroic. 505nm).

El registro de las corrientes idnicas fue realizado mediante el uso de la técnica patch clamp en la
modalidad de fijacién de voltaje en la configuracién de célula completa. Para el registro de las
corrientes se utiliz6 un amplificador HEKA USB 10, las corrientes fueron capturadas a una
velocidad de muestreo de 20kHz. Los datos fueron almacenados en una computadora personal
para ser analizados off-line con el programa Patchmaster (HEKA) y Clampfit. Los electrodos de
registro fueron fabricados con capilares de borosilicato (WPI) con una resistencia final de 1.5-3 MQ
una vez llenados con la solucidn intracelular. Todos los registros fueron realizados a temperatura

ambiente.
Las soluciones de registro fueron las siguientes:

Solucidn intracelular normal (en mM): Ac. Aspartico 80, KH2PO4 10, MgS04 1, Na-ATP 3, KCI 50,
HEPES 5, EGTA 10, GTP 0.2, pH 7.3.

Solucién extracelular normal (en mM): NaCl 136, KCI 4, MgCl2 1, HEPES 10, CaCl2 1.8, glucosa 11,
pH 7.4.

Para obtener la curva de corriente contra voltaje correspondiente a las corrientes totales en las
células CHO-K1 sin transfectar se utilizd un protocolo como el que se muestra en la Figura 5. Se
mantuvo el potencial de reposo de la célula en -80mV, posteriormente se aplicaron pulsos
despolarizantes de 500 ms de duracidn, a intervalos de 10 mV, desde -120 a 40mV. Luego se aplicé

un segundo pulso despolarizante a 0OmV durante 200 ms.
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Figura 5. Protocolo para obtener la curva corriente contra voltaje

Para obtener la curva de corriente contra voltaje y la tau de activacion de los canales KCNQ1, fue
aplicado el siguiente protocolo: la célula es llevada a un voltaje de mantenimiento de -90mV,
posteriormente se aplican pulsos despolarizantes de 3 segundos de duracién desde -80mV hasta
+50mV a intervalos de 10mv para finalmente regresar al potencial de mantenimiento de -90mV

(Figura 6).

50 mv

-40 mv

-90 mV| -90 mv
3000 ms 1000 ms

Figura 6. Protocolo para obtener la curva corriente contra voltaje y tau activacion.
La tau de inactivacién fue obtenida con el siguiente protocolo: partiendo de un voltaje de

mantenimiento de -90mV, se aplicd un pulso despolarizante de +50mV de 3 segundos de

duracidn, seguido de un pulso de -130 mV de 20 ms de duracidn y un tercer pulso desde -80mV a
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+50mV a intervalos de 10mV para finalmente regresar al potencial de mantenimiento de -90mV

(Figura 7).
50 mV 50 mv
-40 mv
-90 mV -90 mV
-130 mv
3000 ms 0m: 300 ms 50ms

Figura 7. Protocolo para obtener la tau de inactivacién.
Para obtener la tau de desactivacion y la tau de recuperacion de inactivacidn, se utilizé el siguiente
protocolo: partiendo de un voltaje de mantenimiento de -90mV, posteriormente se aplicd un
pulso despolarizante de +50mV de 3 segundos de duracién, seguido de un pulso variable de -
100mv a -30 mV de 1 segundo de duracidon para finalmente regresar al potencial de

mantenimiento de -90mV. (Figura 8).

50 mV

-30mV

90 mV 90 mv

-100 mV

3000 ms 1000 ms

Figura 8. Protocolo para obtener la tau de desactivacion y tau de recuperacion de la

inactivacion.
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La tau de activacion, fue obtenida con el siguiente protocolo: partiendo de un voltaje de
mantenimiento de -90mV, se aplicé un pulso despolarizante a 30mV de 40ms para posteriormente
llevar a la célula a un potencial de -40 mV con una duracién de 1 segundo con intervalos de
tiempo de 50ms. Para obtener la tau se midié y normalizé la amplitud de las corrientes de cola y
se graficaron en funcién del tiempo. Al grafico resultante se le ajustd un ajuste exponencial.
(Figura 9).

30mv AT50ms

-40mv

-90mv

40 ms 1000 ms

Figura 9. Protocolo para obtener la tau de activacion.

Estadistica

El analisis estadistico usado para determinar si existe una diferencia significativa fue ANOVA de
dos vias utilizando un nivel de significancia de p < 0.05. Los resultados se muestran como el

promedio y el error estandar de la media.
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RESULTADOS

Generacion de la mutacion D446E

La generacion de la mutacion fue realizada por el método de mutagénesis por sobrelapamiento
usando PCR (Ho, Hunt et al. 1989). Para poder realizar esta técnica, se necesitan cuatro primers.
Los primers necesarios para realizar la mutacion fueron disefados con los programas Primer select

y Blast NCBI y fueron revisados con el programa IDT oligoanalyzer (Tabla 3).

PRIMER SECUENCIA
KCNQ1A_Fw GCGGCAGCCTCACTCATTCAGACC
KCNQ1B_Rv CTCTTCTGGGGGCTCGCACGTGATATGGGG

KCNQ1C_Fw CCCCATATCACGTGCGAGCCCCCAGAAGAG
KCNQ1D_Rv CAGGGTGTTGCTGGGCAGGAAGAG

Tabla 3. Secuencia de los primers disefiados para realizar la mutagénesis del canal Kv7.1.
Una vez que se obtuvieron los primers, se realizaron PCR en gradiente para encontrar las
temperaturas de alineamiento dptima para cada uno de los oligonucleétidos (Tabla 4).

PRIMERS TEMPERATURA OPTIMA
KCNQ1_AB 66°C
KCNQ1_CD 68°C
KCNQ1_AD 68°C

Tabla 4. Temperaturas éptimas de alineamiento para cada primer

Después de haber obtenido las temperaturas éptimas para los oligonucledtidos correspondientes
a los fragmentos AB y CD, amplifiqué los fragmentos mediante PCR para tener una cantidad
suficiente de muestra para purificarla y posteriormente realizar PCR para obtener los fragmentos

AD del gen.

El proceso de purificacién de ADN fue realizado con ayuda del kit de purificacion FavorPrep™
GEL/PCR Purification Kit. La purificacion de ADN con este kit se basa en la tecnologia de adsorcion-
desorcion sobre membranas de silica. La adsorcidn y desorcidn de los acidos nucleicos se lleva a
cabo en presencia de sales caotrdpicas. En condiciones normales, los acidos nucleicos estan
recubiertos de una capa hidratante de moléculas de agua que mantienen la solubilidad del ADN en
soluciones acuosas. Esta capa es desorganizada en presencia de sales caotrdpicas, dejando al ADN

en un entorno hidrofdbico. Bajo estas condiciones hidrofdbicas, los acidos nucleicos se unen
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perfectamente a la membrana de silica de las columnas, mientras que las proteinas, los
metabolitos y otros contaminantes no se unen y son eliminados de la muestra durante los pasos
de lavado. Posteriormente, los acidos nucleicos se eluyen de la membrana de silica mediante un
buffer de elucién con baja concentracion de sales o simplemente agua, ya que permiten recuperar
la capa hidratante de los acidos nucleicos, liberandolos asi de la membrana. Con esta tecnologia,
no se produce ningun efecto sobre las moléculas de los acidos nucleicos ya que la unidn
intramolecular de los mismos no es de naturaleza hidrofdbica. En la figura 10 se muestra el gel con

los fragmentos AB y CD purificados.

Posterior a la purificacién de ADN se realizaron las PCR para obtener los fragmentos AD de
KCNQ1. Una vez obtenidos estos fragmentos realicé electroforesis de gel de agarosa para verificar
la obtencidn de los fragmentos esperados. En la figura 11 se muestra el gel con el fragmento AD

purificado.

Carril1 | Marcador de peso molecular

Carril2 | Amplicon KCNQ1_AB purificado

Carril3 | Amplicon KCNQ1_AB purificado

Carril5 | Amplicon KCNQ1_CD purificado
500pb P

Carril6 | Amplicon KCNQ1_CD purificado

Figura 10. Fragmentos KCNQ1_AB y KCNQ1_CD

870pb P
500pb p

Carril 1 Marcador de peso molecular

Carril 2 Amplicon KCNQ1_AD purificado

Figura 11. Fragmentos KCNQ1_AD y CACNA1C_AD
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Se realizd la cuantificacion de ADN de las muestras obtenidas en un espectrofotémetro NanoDrop

obteniendo los siguientes resultados: para el fragmento KCNQ1_AD 20.2 ng/pl.

Los siguientes pasos para la mutagénesis, fueron realizados en el Instituto de Fisiologia Celular de
la UNAM por el Dr. Juan Carlos Gdmora. El amplicdn obtenido KCNQ1_AD fue subclonado en el
vector pJET1.2/Blunt del kit Clonelet, PCR Cloning para su posterior amplificacién en bacterias E.
Coli DH5a. ElI DNA plasmidico amplificado fue purificado mediante protocolos estandar vy
secuenciado en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM para
verificar la presencia de las mutaciones deseadas. En las clonas positivas se emplearon enzimas de
restriccion para liberar los fragmentos de DNA mutantes de las construcciones pJET1.2/Blunt-

fragmento mutante.

Los fragmentos mutantes fueron ligados en el plasmido que contiene la secuencia completa del
canal KCNQ1, mediante el uso de sitios de enzimas de restriccion que permitieron intercambiar el
fragmento silvestre por el mutante (Tabla 5). Para tal fin se utilizé la enzima T4 DNA ligasa. Todas
las construcciones fueron verificadas por secuenciacién automadtica para descartar mutaciones no
deseadas y constatar la presencia de las mutaciones insertadas. Posteriormente se amplificaron
las clonas positivas empleando bacterias E. coli. El DNA fue purificado con el kit Qiaprep Spin
MiniPrep de Qiagen. El DNA purificado fue nuevamente enviado a secuenciar para garantizar su

identidad molecular.

Enzimas de restriccion Posicion de corte

Sac |- Spe | 5276, 2030 y 569 pb

Spe |- Bgl lI 6050 y 1822 pb.

la clona mutante con Bgl Il - Sac | | 777 pb y el resto del vector, aproximadamente 3000 pb.

Tabla 5. Enzimas de restriccion. Se muestran las enzimas de restriccion y su lugar de corte. Se
utilizaron los fragmentos remarcados en negro para ligarlos y generar el canal mutante completo.

Corrientes totales en células CHO-K1 sin transfectar

Se realizd registro electrofisiolégico de las células CHO-K1 sin transfectar para determinar si
expresaban corrientes idnicas enddgenas. Se utilizéd un protocolo de un pulso despolarizante de -

120mV a 40mV partiendo de un voltaje de mantenimiento de -80mV. De los registros obtenidos,
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se realizd la medicién de la corriente maxima al pico y de la corriente media al final del
componente sostenido, a partir de estas mediciones se obtuvieron las curvas de densidad de
corriente contra voltaje. Se realizé el registro de 44 células, de las cudles 8 presentaron corrientes

idnicas entrantes. Las curvas de corriente contra voltaje y trazos representativos se muestran en

las figuras 12 y 13.

0 mb

Aomy Amy

100 ms

Voltaje
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Figura 12. Corrientes entrantes en células CHO-K1 no transfectadas. A. Se observa un trazo
representativo de una célula con corriente entrante. B. En la parte superior se muestra el
protocolo utilizado, en la parte inferior se muestra la densidad de corriente graficada en funcion
del tiempo. La corriente es de tipo entrante con una activacion a -30mV y un pico maximo de
corriente a OmV.
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200ms

-120 mV
Figura 13. Corrientes totales de células CHO-K1. A. En la parte superior se observa un trazo
representativo de una célula sin corriente, en la parte inferior se observa el protocolo utilizado. B.
Se muestra la densidad de corriente graficada en funcién del voltaje.

Eficiencia de transfeccion

Para evaluar la eficiencia de transfeccion las células CHO-K1 fueron transfectadas con 0.6 ug de
proteina verde fluorescente (GFP) y sembradas en cubreobjetos de 18 x 18 mm. 24 horas
posteriores a la transfeccién los cubreobjetos fueron lavados con PBS y se fijaron con metanol-
acetona 50:50. Las células fijadas se montaron en portaobjetos. Posteriormente, se llevd acabo la
observacién de la fluorescencia con el microscopio confocal Nikon Ti-U C++. La eficiencia de
transfeccion varid entre un 45 a un 78 por ciento. En la figura 14 se observan fotografias de células
CHO-K1 a 20x y en la figura 15 se aprecia la morfologia de las células CHO-K1.
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Campo claro

0

Figura 14. Microscopia confocal de células CHO-K1 transfectadas con GFP. La transfeccidn fue
realizada con el reactivo de transfeccién Effectene, se utilizaron 0.6 pug de GFP. En la primera
columna se muestra el campo claro para observar la confluencia celular, en la columna intermedia
se observa la expresion de GFP y en la tercera columna la superposicion de ambas imagenes. Las
imagenes fueron tomadas con un objetivo 20X. Barra de calibracién 100 um.
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Campoclaro GFP Merge

Figura 15. Microscopia confocal de células CHO-K1 transfectadas con GFP. Se muestran
fotografias representativas de la morfologia de las células usadas en los registros
electrofisioldgicos. En la primera columna se muestra el campo claro para observar la confluencia
celular, en la columna intermedia se observa la expresién de GFP y en la tercera columna la
superposicion de ambas imagenes. Imagenes tomadas con el objetivo 40X. Barra de calibracion 10

um.

Activacion del canal KV 7.1 subunidad alfa WT y D446E

La corriente IKS fue obtenida aplicando pulsos despolarizantes desde -80mV a 50mV de 3
segundos partiendo de un potencial de mantenimiento de -90mV. La curva de corriente contra
voltaje para el canal Kv 7.1 WT y D446E se presenta en la figura 16. Este grafico muestra la
densidad de corriente que fue obtenida a partir de la medicion de la amplitud de corriente media
al final del componente sostenido. La corriente es de tipo saliente, con una activacion que
comenzdé a los -30mV y con un incremento constante de esta cuando se induce a la célula a

potenciales mas positivos.
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Se observa un aumento en la corriente en los registros de células transfectadas con las subunidad
alfa con la mutaciéon D446E, con una diferencia estadisticamente significativa a los voltajes de
40mV y 50mV. En este protocolo también se realizd la medicién de la corriente de cola obtenida a

-40mV, se midio la corriente al pico como se observa en la figura 16.

Usando los datos obtenidos de la medicidn de corriente en su componente sostenido, se obtuvo la
conductancia y se graficé contra voltaje, se realizd un ajuste de Boltzman para obtener los valores
V1/2 y K para ambas condiciones (Figura 17), los valores para WT fueron: V1/2: -6.83 + 2.11, K:
15.71 + 2.01, para D446E fueron V1/2: 7.49 + 4.45, K: 18.26 + 2.97. Se encontraron diferencias
significativas en el valor de V1/2 (p < 0.0001).

100
a

A B g -+ WT n=12)
2 g0 & DA446E (n=16)
60 wEw
1 404
-+ M
-90 -60 =30 0 30 60
Voltaje (mV)
m L 20-
= -+ WT (=12
=X .
200 pa)| a 5 D446E (n=16)
00 ms -8 154
: 200 pA -90 -60 -30 0 30 60

= Voltaje (mV)

Figura 16. Curva I/V. A. Se muestra el protocolo utilizado para obtener la corriente IKs, y dos
trazos representativos de ambas condiciones, WT y la mutante D446E. B. En la parte superior se
muestra el grafico de corriente contra voltaje en el que se expresa la densidad de corriente
(pA/pF). En la parte inferior se muestra la corriente de cola expresada como la densidad de
corriente. El grafico se obtuvo realizando la medicidn de la corriente de cola al pico.
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Figura 17. Conductancia. A partir de la curva I/V se obtuvo la conductancia y se graficd contra
voltaje, se realiz6 un ajuste de Boltzmann para obtener los valores V1/2 y K. Se observa una

diferencia estadisticamente significativa para el valor V1/2.

La tau de activacion fue medida en 2 protocolos diferentes, primero se midié usando el protocolo
de corriente contra voltaje, en el cual se realizé un ajuste exponencial en la corriente obtenida por

los pulsos despolarizantes. El mejor ajuste fue a dos exponenciales simples, tal y como se muestra

en la figura 18.
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Figura 18. Activacion. A: En la parte superior se muestra el protocolo utilizado para obtener la
corriente, también se muestran dos trazos representativos de las corrientes obtenidas, WT vy
D446E con el ajuste a dos exponenciales sobrepuesto en color rojo. B: En la parte superior se
muestra el grafico de la tau lenta obtenida con el ajuste y en la parte inferior se muestra el grafico
de la tau rapida de activacion.

El siguiente protocolo para medir la tau de activacidn consistié en medir la corriente de cola a -
40mV posterior a un pulso despolarizante de +30mV de duracidn variable, (iniciando en 40ms e
incrementando en intervalos de 50ms), partiendo de un potencial de mantenimiento de -90mV. La
corriente medida al pico maximo de la corriente de cola, fue normalizada y graficada en funcién
del tiempo de duracidn del pulso despolarizante, posteriormente se realizé un ajuste exponencial
para obtener la tau de activacion. El mejor ajuste se obtuvo con una exponencial simple tal y como

se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Activacidn. A: Se muestran dos trazos representativos de las corrientes obtenidas, WT
(superior) y D446E (inferior). B: En la parte superior se muestra el protocolo utilizado para
obtener la corriente. La corriente de cola obtenida fue normalizada y se graficé en funcion de
tiempo, la linea roja representa el ajuste a 1 exponencial simple realizado para obtener la tau de
activacion.

Inactivacion rapida del canal KV 7.1 subunidad alfa WT y
D446E

Para evaluar la tau de inactivacion rapida utilicé un protocolo de tres pulsos, el primer pulso
despolarizante fue a 50mV de 300ms, seguido de un pulso de -130mV que por su duracién (20ms)
permite la recuperacién de la inactivacidon y previene que exista una desactivacién significativa,
finalmente el tercer pulso consiste en pulsos despolarizantes desde -40mV a 50mV de 300ms, este
pulso permite la re inactivacidn de los canales. La corriente obtenida del tercer pulso fue ajustada
a una exponencial simple para obtener la tau de inactivacidn rapida, tal y como se muestra en la

figura 20.
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Figura 20. Inactivacion rdpida. A: Se muestran dos trazos representativos de las corrientes
obtenidas, WT (superior) y D446E (inferior). B: En la parte superior se muestra el protocolo
utilizado para obtener la corriente. La corriente obtenida por el tercer pulso, se ajustd a una
exponencial simple, se observan diferencias estadisticamente significativas a -40mV y -30mV.

Este protocolo también fue utilizado para obtener la curva de corriente contra voltaje
completamente activada (fully activated 1V). Ya que el segundo pulso permite la recuperacion de la
inactivacidn, la corriente obtenida al aplicar el tercer pulso refleja la corriente en la que la mayoria
de canales estan disponibles para ser activados. Se realizd la medicién del pico corriente de la

corriente producida por el tercer pulso para obtener la densidad de corriente y se graficé contra el

voltaje como se muestra en la figura 21.
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Figura 21. Fully activated I/V. A: Se muestran dos trazos representativos de las corrientes
obtenidas, WT (superior) y D446E (inferior). B: En la parte superior se muestra el protocolo
utilizado para obtener la corriente. La corriente obtenida por el tercer pulso fue medida al pico
para obtener la densidad de corriente y fue graficada contra el voltaje.

Recuperacion de la inactivacion y desactivacion canal KV 7.1
subunidad alfa WT y D446E

La tau de recuperacion de la inactivacién y la tau de desactivacién fueron obtenidas con un
protocolo de un pulso, partiendo de un voltaje de mantenimiento de -90mV, se aplicéd un pulso
despolarizante a +50mV de 3s de duracién, las corrientes de cola se obtuvieron al aplicar pulsos
desde -100 mV a -30mV a intervalos de 10mV de 100ms de duracion. Se realizé ajuste exponencial
a la corriente de cola, obteniendo el mejor ajuste a 2 exponenciales simples, siendo la primera
exponencial correspondiente a la tau de recuperacién de la inactivacion, y la segunda a la tau de
desactivaciéon. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre WT y la mutante D446E.
Se muestran los gréficos obtenidos para la recuperacion de la inactivacidn en la figura 22 y para la

desactivacién en la figura 23.
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Figura 22. Recuperacion de la inactivacidon. A: Se muestran dos trazos representativos de las
corrientes obtenidas, WT (superior) y D446E (inferior). B: En la parte superior se muestra el
protocolo utilizado para obtener la corriente. La corriente obtenida se ajustdé a 2 exponenciales
simples, la primera es una fase de incremento que corresponde a la tau de recuperacion de la
inactivacién, que se muestra en la parte inferior.
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Figura 23. Desactivacion. A: Se muestran dos trazos representativos de las corrientes obtenidas,
WT (superior) y D446E (inferior). B: En la parte superior se muestra el protocolo utilizado para
obtener la corriente. En la parte inferior se muestra la tau de desactivacién obtenida al realizar
ajuste exponencial a una exponencial simple de la fase de decaimiento de la corriente de cola
obtenida por pulsos de -100mV a -30mV.

La desactivacién también fue medida en el protocolo utilizado para obtener la curva de corriente
contra voltaje. Se realizé la medicién de la fase de decaimiento de la corriente de cola obtenida a
-40mV, se realizé un ajuste exponencial, obteniendo el mejor ajuste a una exponencial simple, tal

y como se muestra en la figura 24.
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— se muestra el protocolo utilizado para obtener la
corriente, también se muestran dos trazos
representativos de las corrientes obtenidas, WT y
D446E. B: La fase de decaimiento de la corriente

—% de cola fue ajustada a una exponencial simple

para obtener la tau de desactivacion.

Potencial de accion canal KV 7.1 subunidad alfa WT y D446E

Para el registro de potencial de accidn, se cred un protocolo usando 13 rampas con el programa

PatchMaster. La morfologia del potencial de accion fue obtenida de (Jost, Virag et al. 2013).

Una vez obtenida la corriente evocada por el protocolo de potencial de accidn, se realizo la grafica
de corriente obtenida contra el voltaje del mismo protocolo. En la gréfica corriente contra voltaje,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las células con la mutacion

D446E y las células WT. En la figura 25 se observan la curva corriente contra voltaje para 1Hz y en

la figura 26 para 2Hz.
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Activacion del canal KV 7.1 subunidad alfa WT/D446E +
subunidad beta

Debido a que en condiciones naturales el canal de potasio KV7.1 se encuentra con la subunidad
beta (KCNE1), realizamos registros en presencia de ambas subunidades. Los protocolos utilizados

fueron los mismos que se mencionaron con anterioridad.

La corriente IKS obtenida por el protocolo de corriente contra voltaje, fue medida al final del
componente sostenido, se realizé el calculo de la densidad de corriente y se graficé en funcién del
voltaje tal y como se muestra en la figura 27. No se observa una diferencia estadisticamente
significativa entre ambas corrientes. La corriente es de tipo saliente, con una activacion que
comenzé a los -30mV y con un incremento constante de esta cuando se induce a la célula a
potenciales mas positivos, y tal y como se ha descrito la presencia de la subunidad beta llevé a un
incremento de la corriente, retardo de la activacidon y desactivacion, ademas de inhibir la

inactivacién. (Splawski, Tristani-Firouzi et al. 1997).
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m»‘ . Figura 27. Curva I/V. A. Se muestra el protocolo utilizado
- para obtener la corriente IKs, y dos trazos representativos
de ambas condiciones, WT y la mutante D446E. B. Se
muestra el grafico de corriente contra voltaje en el que se
/ expresa la densidad de corriente (pA/pF).
|
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También se realizo la medicion de la corriente de cola obtenida a -40mV, se midid la corriente al

pico como se observa en la figura 28.

A
-+ WT (n=14)
& D4dEE (n=10)

90 60 -.‘;[l 0 30 60
Voltaje (mV)

Figura 28. Corriente de cola. A. Se muestra en la parte
superior el protocolo utilizado obtener la corriente IKs
y dos trazos representativos de ambas condiciones, WT
y la mutante D446E. B: Se realizd la medicion de la
corriente de cola al pico, y se normalizé para obtener
la densidad de corriente.

Usando los datos obtenidos de la medicidn de corriente en su componente sostenido, se obtuvo la
conductancia y se graficd contra voltaje, se realizd un ajuste de Boltzmann para obtener los
valores V1/2y K para ambas condiciones (Figura 29), los valores para WT fueron: V1/2: 22.68 +

2.20, K: 16.27 + 1.23, para D446E fueron V1/2: 23.84 + 6.42, K: 17.04 + 1.72.

2.0 - .
- WT (n=14)
= 446! {H= 1I3]|
1.54
%@H W st
“ﬁﬁ V1/2 22.68 +2.20 23.84 + 6.42
- K 16.27 +1.23 17.04+ 1.72
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00 50 0 50 100
Voltaje (mV)
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Figura 29. Curva de activacion. Se normalizo la corriente, para obtener la curva de activacion y se
realizé un ajuste de Boltzmann para obtener los valores V1/ 2y K.

La tau de activacién fue medida usando el protocolo de corriente contra voltaje, en el cual se
realizé un ajuste exponencial en la corriente obtenida por los pulsos despolarizantes. El mejor

ajuste fue a una exponencial simple tal y como se muestra en la figura 30.
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6000 & .
* 2 -+ WT (n=§6)
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%o -5 DAM46E (n=5)
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@ =
=
=]

-e{[] -20 0 2:3 4ll] E.Il]
Voltaje (mV)
Figura 30. Activaciéon. A. Se muestra el protocolo

1005 utilizado para obtener la corriente IKs, y dos trazos

representativos de ambas condiciones, WT y la
%

mutante D446E. B: Se realizd un ajuste exponencial a

cada trazo de corriente obtenido por el primer pulso,
el mejor ajuste fue con una exponencial simple.

m:-:n:u-‘

iz

Desactivacion del canal KV 7.1 subunidad alfa WT/D446E +
subunidad beta

La tau de desactivacion fue obtenida usando un protocolo de un pulso partiendo de un voltaje de
mantenimiento de -90mV, se aplicé un pulso despolarizante a +50mV de 3s de duracién vy las
corrientes de cola se obtuvieron al aplicar pulsos desde -100 mV a -30mV a intervalos de 10mV de
100ms de duracion. Se realizd ajuste exponencial a la corriente de cola, obteniendo el mejor ajuste

a 1 exponencial simple que corresponde a la tau de desactivacidn. No hubo diferencias
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estadisticamente significativas entre WT y la mutante D446E. Se muestran el grafico obtenido en

la figura 31.
A B 500- A
-+ WT (n=4)

£ 4004 -8 D445E (n=35)
2=
m
2E 300
o Q
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s g 200
=1
o
|_

= 10K 100 <
0 T T T T 1
1200 100 -80 60 -40 -20
Voltaje (mV)
300 gj.l
|
500 me

= Figura 31. Desactivacion. A: Se muestra el
protocolo utilizado para obtener la corriente IKs,
y dos trazos representativos de ambas
condiciones, WT y la mutante D446E. B: La
corriente de cola obtenida se ajusté a una

exponencial simple para obtener la tau de
desactivacion.

R

También se utiliz6 el protocolo de corriente contra voltaje para medir la desactivacion. En los
trazos obtenidos en la corriente de cola a -40mV se realizé ajuste a una exponencial simple que

representa la tau de desactivacion. En la figura 32 se muestra el grafico de la tau de desactivacion.
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Figura 32. Desactivacidon. A: Se muestra el
protocolo utilizado para obtener la corriente IKs,
y dos trazos representativos de ambas
condiciones, WT y la mutante D446E. B: La fase
de decaimiento de la corriente de cola fue
ajustada a una exponencial simple para obtener
la tau de desactivacion.

Para el registro de potencial de accion, se utilizd el mismo protocolo que se usé con las células

transfectadas solo con la subunidad alfa. Una vez obtenida la corriente evocada por el protocolo

de potencial de accién, se realizd la grafica de corriente obtenidas contra el voltaje del mismo

protocolo. En la figura 33 se observa la grafica corriente contra voltaje, para 1Hz y en la figura 34

se observa a 2 Hz.
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Figura 33. Potencial de accién 1Hz. A: Se
muestra el protocolo de potencial de
accion (superior) y la media de los trazos
obtenidos para WT y D446E. B: A partir de
la corriente obtenida por el protocolo de
potencial de accién se obtuvo la densidad
de corriente la cual fue graficada contra el
voltaje del mismo protocolo.
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Figura 34. Potencial de accidon 2Hz. A: Se
muestra el protocolo de potencial de
accion (superior) y la media de los trazos
obtenidos para WT y D446E. B: A partir
de la corriente obtenida por el protocolo
de potencial de accidn se obtuvo la
densidad de corriente la cual fue
graficada contra el voltaje del mismo
protocolo.
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Discusion

En este trabajo se realizd la caracterizacidn electrofisioldgica de la mutacién D446E de la
subunidad alfa del canal de potasio Kv 7.1, que esta clasificada como GVUS. Dicha mutacién fue
reportada en un paciente con diagndstico clinico de sindrome de QT largo (Marquez, Cruz-Robles
et al. 2015). Aunque el paciente presenta 3 mutaciones mas también clasificadas como GVUS, el
estudio de esta mutacidn mostré resultados que podrian sugerir que dicha mutacién podria ser

patogénica por si sola.

La incidencia del sindrome de QT largo es de 1 por cada 2500 personas (Kapa, Tester et al. 2009).
El tamizaje genético ha sido muy importante para ayudar al diagndstico y al tratamiento de los
pacientes con dicho sindrome. El inconveniente que existe con el tamizaje genético en pacientes
con afecciones cardiacas, es que la mayoria de las mutaciones identificadas son inocuas, pues
presentan pocas alteraciones funcionales o no presentan ningin cambio. El resultado de un
tamizaje genético debe ser interpretado con cautela, pues si un paciente presenta clinicamente
todas las caracteristicas propias del SQTL, el tamizaje genético podria no a portar informacion
relevante para el tratamiento del paciente, ya que solamente menos del 20% de las mutaciones
reportadas en pacientes con SQTL han sido estudiadas (Kapa, Tester et al. 2009), de ahi la

importancia de realizar la caracterizacion electrofisioldgica de las mutaciones reportadas.

En condiciones normales, la corriente IKr es la principal encargada de la repolarizacion en el
potencial de accidn cardiaco, pero el proceso de repolarizacion es dindmico y esta relacionado con
las demas corrientes que forman el potencial de accién. En situaciones en las que se bloquea o
falla la corriente IKr, la presencia de la corriente IKs es vital para mantener la fase de
repolarizacion. Esto se explica por la “reserva de la repolarizacion”, que se refiere a la capacidad
gue tiene el miocardio de compensar la repolarizacidon con otras corrientes cuando la corriente de
potasio falla (Roden 2006). En las mutaciones relacionadas a Sindrome de QT largo que
disminuyen la corriente IKs, la “reserva de repolarizaciéon” desaparece, pero ya que la corriente IKr
es mas predominante en la repolarizacién en condiciones normales, los pacientes con estas

mutaciones no presentan manifestaciones clinicas en reposo.

Se ha descrito que la corriente IKs es muy importante en presencia de una estimulacién

adrenérgica, ya que previene la prolongacién del intervalo QT por un incremento de ICa, este
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mecanismo de accion regulado por la estimulacién adrenérgica, explica porque los pacientes con
mutaciones en el canal Kv7.1 que producen sindrome de QT largo, presentan eventos cardiacos

durante el ejercicio. (Wu, Ding et al. 2016)

En diferentes estudios realizados, las regiones con mayor cantidad de mutaciones patogénicas en
el canal Kv.7.1, estdn localizadas en los segmentos transmembranales y en muchas ocasiones, se
acompanan de mutaciones no patogénicas o de significado desconocido en otras regiones como la

carboxilo terminal (Kapplinger, Tseng et al. 2015).

La mutaciéon D446E estd localizada en el segmento carboxilo terminal de la subunidad alfa del
canal de potasio Kv7.1. La regién carboxilo terminal de este canal estd formada por 328
aminodcidos, y es importante para la apertura y cierre del canal asi como su ensamblaje y trafico.
La region carboxilo terminal se divide en 4 hélices: A, B, Cy D. La regién comprendida entre Ay B
forma el sitio de unidn a calmodulina. La regidn 535 a 572 corresponde a la unién a la subunidad
beta KCNE1, y la regién entre 588 a 616 es la zona de unién a la proteina AKAP9, la regién entre
589 a 620 forma una regién de ensamblaje. Debido a que la estructura de este canal aun no se ha
cristalizado, existen varias zonas que no se han estudiado, la mutacidon D446E se encuentra en una

de estas regiones y aparentemente no es un sitio de uniéon importante a ninguna proteina.

Ya que la mutacion D446E se encuentra en una regidn no cristalizada, un estudio que nos habria
gustado incluir en este trabajo, es el estudio in silico de la mutacién, ya que nos permite mediante
el uso de herramientas bioinformaticas, realizar la caracterizacién estructural del canal,

simulaciones moleculares por docking y dindmica molecular.

La mutacidon D446E se clasifica como mutacién missense, que consiste en un cambio en una de las
bases de ADN haciendo que el triplete codifique para un aminodcido diferente. En este caso es un
cambio de un 4cido aspartico (D) por un acido glutdmico (E). Tanto el acido aspartico como el
acido glutdmico contienen acidos carboxilicos en sus cadenas laterales y estdn ionizados a un pH
de 7.0, por lo que ambos transportan cargas negativas en sus grupos carboxilo. Podriamos decir
que la mutacidon missense D446E es de tipo conservadora ya que el cambio de aminodacido, es por
otro con propiedades similares al original, pero en una mutaciéon conservadora se mantiene
intacta la funcidén y en los registros electrofisioldgicos realizados se observaron algunos cambios

entre D446E y WT.
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Antes de realizar los registros electrofisioldgicos en las células CHO-K1 transfectadas, decidimos
realizar registro electrofisiolégico de las células CHO-K1 sin transfectar para determinar si
expresan corrientes idnicas enddgenas. El 18% de estas células, presentd una corriente transitoria
rapida, que por sus caracteristicas podria corresponder a una corriente entrante de Sodio. La
corriente comienza a activarse a -30mV, alcanza un pico maximo a OmV, inactiva rapidamente y no
dura mds de 5 ms. Existen reportes en los que se menciona que las células CHO-K1 pueden
presentar corrientes endégenas de sodio (Lalik, Krafte et al. 1993). Estas corrientes, dadas las
caracteristicas de la corriente IKs, no interfirieron en los registros realizados en las células

transfectadas con el canal Kv7.1.

Los registros electrofisiolégicos realizados en las células transfectadas solo con la subunidad alfa
WT y D446E mostraron una diferencia significativa en la amplitud de corriente: existe un aumento
de corriente en las células con la mutacidn. Dicho aumento se explica al observar la curva de
conductancia contra voltaje, en la que los canales con la mutacidn, presentan una mayor

conductancia que las células WT a voltajes despolarizantes.

Al medir la tau de inactivacion, se observa que la subunidad alfa con la mutacidn presenta una
inactivacién mas rapida. Por otro lado, en el grafico de Fully activaded IV (Figura 21) en el cual se
observa que la corriente del canal mutado es menor con respecto a WT, podemos suponer que la
diferencia en la corriente encontrada con respecto a la curva de corriente contra voltaje (Figura
16) se debe a que en los canales mutados, el proceso de inactivacién es mas mayor que en el canal

WT.

El potencial de accién a 1Hz y 2Hz mostrd un ligero aumento en la corriente de las células D446E
en comparacion con las células WT, sin embargo, al realizar el andlisis estadistico, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. En ddonde si se encontrd una diferencia
significativa fue en la curva de conductancia contra voltaje. El ajuste de Boltzmann de las curvas
para ambas condiciones mostro valores de V1/2 para las células transfectadas con a subunidad
alfa WT de -6.83 + 2.11 y de 7.49 + 4.45 en las células con la mutacién. Aunque se presenta un
corrimiento a la derecha de V1/2 en las células con la mutacidn, no hay un cambio en el factor de
la pendiente K, lo cual se ve reflejado en la curva de G/Gmanx de la figura 17 como una disminucion
de corriente en valor V1/2 en la células con la mutacidn, pero con una corriente practicamente
igual a voltajes mas positivos. Este cambio en V1/2 no se ve reflejado en la curva corriente contra

voltaje.
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Debido a que la corriente IKs en los cardiomiocitos necesita que la subunidad alfa esté
acompafiada de la subunidad beta (KCNE1), también realicé registros en células CHO-K1

transfectadas con ambas subunidades.

La presencia de la subunidad beta modifica drasticamente la actividad de la subunidad alfa. En los
registros realizados en las células CHO-K1 transfectadas con ambas subunidades, se observaron los
cambios esperados en la corriente: incremento de la amplitud de corriente, enlentecimiento de la

activacién y eliminacion parcial de la inactivacion del canal (Tristani-Firouzi and Sanguinetti 1998).

En los registros electrofisiolégicos no se mostraron cambios significativos en la curva de corriente

contra voltaje, activacion, desactivacion ni con el protocolo de potencial de accién.

Se observd un cambio significativo en la tau de activacidn, la cual es mas rdpida en las células
transfectadas con el canal Kv7.1-D446E a -30mV y -20mV, tal y como se observa en la figura 30. El
aumento en la tau de activacidn en las células D446E significa que a un determinado voltaje, los
canales pasan mas rapido del estado cerrado al estado abierto. Este efecto se observé en todos los
voltajes estudiados, sin embargo, los valores solo fueron significativos a voltaje en los cuales el
canal apenas inicia a abrirse y su conductancia es muy baja. De hecho, el efecto sobre la activacion

del canal no se ve reflejado en la curva corriente contra voltaje.

La mutacién en la subunidad alfa del canal de potasio Kv7.1 D446E fue reportada por Marquez y
colaboradores en 2015 en un paciente con diagndstico clinico de Sindrome de QT largo. Los
resultados esperados eran que dicha mutacién mostrara una disminucién de la corriente de
potasio IKs, lo cual se manifiesta en el potencial de acciéon cardiaco como una reduccién en la
corriente repolarizante, que lleva a un aumento en la duracién del intervalo QT, que clinicamente

se presenta como sindrome de QT largo.

El andlisis electrofisioldgico de la mutacion del canal de potasio KV7.1 D446E, solo mostré cambios
significativos respecto al canal WT cuando se expresd solo la subunidad alfa en las células CHO-K1.
Cuando se realizé la expresién de la subunidad alfa WT/D446E con la subunidad beta, no se
encontré un cambio significativo en la corriente de potasio. Podriamos inferir que la mutacién
D446E no es patogénica. Sin embargo, el paciente que presenta esta mutaciéon y que fue
diagnosticado clinicamente con sindrome de QT largo, presenta tres mutaciones mas; en el canal
de sodio Navl.5 (V1951L), en el canal de calcio Cavl.2 (A1889C) y en anquirina (G2221E). La

mutacion en el canal de sodio es la Unica que ha sido reportada como patogénica, pues aumenta
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la corriente del canal de sodio Nav 1.5 y estd relacionada a muerte subita del lactante (Wang,
Desai et al. 2007). Las mutaciones en el canal de calcio y anquirina, al igual que la mutacién que

estudiamos en este trabajo, estan clasificadas como variantes de significado desconocido (GVUS).

Cabe mencionar que el aumento significativo de la corriente IKs en las células transfectadas con la
mutacién D446E podria llegar a ser patogénica si se presenta junto con otra mutacién en la
subunidad beta, o en ambas, que impida una adecuada interaccidon entre estas dos subunidades,
pues ademads de los cambios producidos por la subunidad beta en la actividad de la subunidad alfa
ya mencionados, la subunidad beta es indispensable para un adecuado trafico y expresién del

canal (Dart 2010).

La expresidn de los canales idnicos, presentes en cardiomiocitos, en sistemas heterdlogos como
las células CHO-K1, nos permite estudiar diferentes variantes en los canales y saber si alguna
mutacién induce aumento o disminucién de la funcidn o cualquier otra alteracién. Sin embargo,

este sistema también presenta varias limitantes:

e las células pueden presentar corrientes enddgenas que interfieran con los registros que se
esperan obtener.

e Llas células CHO-K1 no son las células en las que los canales idnicos se expresen
normalmente y no podemos hacer una comparacion directa con los cardiomiocitos, pues
las células transfectadas no cuentan con todos los diferentes tipos de canales idnicos que
estan presentes en un cardiomiocito y que pueden intervenir en la funcidon del canal
estudiado.

e Tampoco se cuenta con los sistemas de regulacion intracelular presentes en las células

cardiacas.

Un estudio que no realizamos por falta de tiempo y que podria haber aportado mucho a la
caracterizacidon del canal mutado es la inmunocitoquimica. Esta técnica nos permite hacer la
inmunodeteccidn, para nuestro caso en particular, de los canales idnicos Kv7.1 WT y mutado en el
interior de la célula. Esto nos permite analizar si la mutacién induce por ejemplo, problemas de
trafico celular, generando que los canales se acumules en Golgi o en el reticulo endoplasmico,
también podriamos identificar cambios en los niveles de expresidn de la proteina o bien

localizacién anormal en la membrana plasmatica.
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Pese a que se encontraron algunos cambios en la mutacién D446E del canal de potasio Kv7.1,
estos cambios parecen indicar que la mutacidn no es patogénica. Se necesita analizar la expresion
del canal en la membrana celular y anadlisis in silico para complementar los hallazgos

electrofisioldgicos.
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Conclusiones

e La mutacién puntual D446E del gen KCNQ1 provoca cambios funcionales en la subunidad
alfa del canal Kv7.1, aumentando la corriente.

e La presencia de la subunidad beta KCNE1, compensa el aumento de corriente generado
por la mutacidon D446E en el canal Kv7.1, llevando al canal a un funcionamiento igual al
WT.

e La mutacién puntual D446E en el canal Kv7.1 es no patogénica.
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