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INTRODUCCION

Cuando se habla de enfermedades cardiovasculares se habla de un conjunto de trastornos
que afectan al corazén y a los vasos sanguineos (Kaptoge et al., 2019).

Las canalopatias arritmogénicas (CA) son un grupo de enfermedades hereditarias con
anormalidades en la actividad eléctrica en un corazdn estructuralmente sano que conducen
a arritmias letales y muerte subita cardiaca (MSC). Las CA se producen debido a
mutaciones genéticas en los genes que codifican canales idnicos cardiacos, responsables
del transporte de iones en los cardiomiocitos, si hay pérdida o ganancia de funcion en uno
de estos canales ionicos, el potencial de accién se altera de manera que predispone al
paciente a arritmias potencialmente mortales (Kline & Constantini, 2019).

En mamiferos, la corriente rectificadora de potasio retrasada (IKs) es el componente
principal de la fase de repolarizacion del potencial de accién ventricular. IKs resulta del
ensamblaje conjunto de Kv7.1 (que consta de cuatro subunidades a formadoras del poro,
codificadas por el gen KCNQ1) y subunidades 8 minK accesorias (codificadas por el gen
KCNE1) con estequiometria variable de 1:4 — 4: 4 (Murray et al., 2016; Wang et al., 2020).

Varias mutaciones heredadas en KCNQ1l o KCNE1 dan como resultado sindromes
arritmogénicos que amenazan la vida, por ejemplo el sindrome de QT largo (SQTL) tipos
1y 5, QT corto tipo 2 o fibrilaciéon auricular familiar (Murray et al., 2016). El SQTL es un
trastorno en la actividad eléctrica del corazén que puede causar arritmias potencialmente
mortales y se asocia con muerte subita cardiaca; El SQTL tipo 1 (SQTL1) es el subtipo méas
frecuente, representa aproximadamente el 40-50% de todos los pacientes con SQTL y
como se menciona anteriormente es causado por mutaciones en KCNQ1 (Song et al.,
2022).

Las mutaciones homocigotas o heterocigotas compuestas de KCNQL1 causan el sindrome
de Jervell Lange-Nielsen, una forma recesiva de SQTL con prolongacion grave del intervalo
QT y sordera neurosensorial congénita. Las mutaciones heterocigotas de KCNQ1 que dan
como resultado una disminucién o pérdida total de la funcion del canal Kv7.1 causan el
sindrome autosémico dominante Romano-Ward o SQTL1 (Gonzalez-Garrido et al., 2021).

Se sabe que no todos los individuos con una mutacién patolégica presentan
manifestaciones clinicas de la patologia asociada a esa mutacién (penetrancia incompleta).
Y que existe una gran diversidad en las manifestaciones clinicas observadas en individuos
gue presentan una patologia determinada (expresividad variable) (Kingdom & Wright,
2022).

Ahora, se estudiara si la estequiometria entre las dos subunidades formadoras de IKs
(Kv7.1 y minK) contribuye a la penetrancia incompleta y expresividad variable de la
mutacion P535T de KCNQL1.



JUSTIFICACION

Previamente nuestro equipo de trabajo reportd la mutacion P535T en el gen KCNQ1
(Gonzélez-Garrido et al., 2021), identificada en un paciente de muerte subita cardiaca. Esta
mutacion fue estratificada como de significancia desconocida o VUS (por sus siglas en
inglés, Variant of Unknown Significance). Se proporciond evidencia experimental de que
esta mutacion disminuye la funcion de IKs (Antanez-Argulelles et al., 2017), pero a la fecha,
en ClinVar (2023) se tiene la misma clasificacion (VUS).

Se presume que KCNQ1 P535T presenta penetrancia incompleta y expresividad variable,
ya que hermanas gemelas que son portadoras heterocigotas de la mutacién, presentan
cuadros clinicos distintos. Una de ellas presenta QT-largo después del ejercicio, mientras
gue la otra no presenta ningun sintoma. El porqué de esta penetrancia incompleta y
expresividad variable es una pregunta abierta de investigacién biomédica. Por lo cual,
nosotros proponemos estudiar la estequiometria de las dos subunidades de IKs como uno
de los posibles factores que provocan los distintos fenotipos, puesto que se sabe que hay
alteracion de la funcion de IKs.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar las caracteristicas de la corriente lenta de potasio cardiaca (IKs) con distintas
estequiometrias de la mutacion P535T del gen KCNQ1 con KCNE1, desde 1:1 hasta 1:4,
para determinar si es un factor a considerar en el estudio funcional de casos con el mismo
genotipo pero diferente fenotipo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extraer el ADN plasmidico de las 2 subunidades que conforman la corriente lenta
de potasio cardiaca (IKs), KCNQL1 y KCNEL, ademas del ADN plasmidico KCNQ1
P535T.

e Transfectar células HEK-293 con las subunidades de IKs en estequiometrias (1:1,
1:2, 1:3y 1:4).

e Realizar los registros electrofisioldgicos mediante patch clamp para cada una de
las estequiometrias 24 y 48 horas después de la transfeccion.

e Analizar los datos obtenidos mediante el software Clampfit 10.7 y Origin 9.

MARCO TEORICO

Enfermedades cardiovasculares
Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de des6rdenes del corazén y los vasos
sanguineos, en las cuales se engloban: la enfermedad arterial coronaria, accidente

cerebrovascular, insuficiencia cardiaca, cardiopatia congénita, hipertension,
cardiomiopatias, canalopatias arritmogénicas, entre otras (Kaptoge et al., 2019).

Muerte subita



La muerte subita cardiaca se define como la muerte inesperada de un individuo, que no se
debe a ninguna causa extracardiaca, que ocurre dentro de la primera hora del inicio de los
sintomas o dentro de las 24 horas posteriores a la Ultima vez que fue visto con buena salud
si la muerte no fue presenciada (Raj et al., 2022). La muerte subita cardiaca es una de las
causas de muerte mas comunes en todo el mundo, con frecuencia mas alta especialmente
en los jévenes (Markwerth et al., 2021).

En las victimas menores de 35 afios las principales causas reportadas son: miocardiopatia
hipertrofica, anomalias congénitas de las arterias coronarias, displasia arritmogénica del
ventriculo derecho o enfermedades arritmicas primarias como sindrome de QT largo,
sindrome de QT corto, sindrome de Brugada, sindrome de repolarizacion precoz, Wolff-
Parkinson-White, taquicardia ventricular (TV) catecolaminérgica o fibrilacion ventricular (FV)
idiopatica (Rodriguez-Reyes et al., 2015).

Canalopatias arritmogénicas

Las CA se producen debido a mutaciones genéticas que afectan a los canales de sodio
(Na*), potasio (K*) y calcio (Ca?*) responsables del transporte de iones a través de la
membrana celular de los cardiomiocitos; si hay una pérdida o una ganancia de funcién en
uno de estos canales idnicos, el potencial de accion se altera de manera que predispone al
paciente a arritmias potencialmente mortales (Kline & Costantini, 2019). En corazones
estructuralmente normales, es decir con ecocardiografia normal, las canalopatias mas
frecuentes son (Unidad de Cardiopatias Congénitas (UCC), 2021):

e Sindrome de QT largo
e Sindrome de Brugada
e Tagquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica

Sindrome de QT largo (SQTL)

El SQTL es una enfermedad caracterizada por una repolarizacién cardiaca retrasada y un
intervalo QT prolongado en el electrocardiograma (ECG) (ver figura 1), lo que provoca
arritmias graves, fibrilacién ventricular y paro cardiaco (Gonzalez-Melchor et al., 2014).
Hasta la fecha se han descrito alrededor de 16 genes causales (Adler et al., 2020) (ver tabla
1); sin embargo, el 90% de los casos son debidos a mutaciones en 3 genes: KCNQL,
KCNH2 y SCN5A (Gonzalez-Melchor et al., 2014).
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Figura 1.- Sindrome de QT largo (SQTL) por pérdida de la funcion de IKs. El
electrocardiograma normal, el potencial de accion ventricular y la corriente IKs se
representan mediante lineas continuas negras. El electrocardiograma, el potencial de
accion ventricular y la corriente IK asociada con LQTS se representan mediante lineas
discontinuas rojas (Wu & Larsson, 2020).

Tabla 1.- Genes causales de sindrome de QT largo

Tipo Gen Locus Proteina Corriente
LQT1 KCNQ1 11p15.5 KvLQT1 K

LQT2 KCNH2 7935-36 HERG K

LQT3 SCN5A 3p21-24 Navl.b Na
LQT4 ANK2 4925-27 Anquirina B Multiple
LQT5 KCNE1 21g22.1 MinK K
LQT6 KCNE2 21g22.1 MIRP K
LQT7 KCNJ2 17923 Kir2.1 K

LQTS8 CACNAlc 12p13.3 Cavl.2 Ca
LQT9 CAV3 3p25 CAV3

LQT10 SCN4B 11923 SCN4B Na
LQT11 AKAP9 7921 AKAP9 Mdltiple
LQT12 SNTA1 20g11.2 SNTA1l Na
LQT13 KCNJ5 ;iqug'?" KCNJ5 IKAch
LQT14 CALM1 14g32.11 Calmedulina-

1



LQT15 Calmodulina-

CALM2 2p21 )
LQT16 CALM3 19q13.32 §a|m0dul|na-

Potencial de accién

El potencial de accién del cardiomiocito ventricular se genera por la actividad coordinada
de distintos canales i6nicos. Es el iniciador del acople excitacion-contraccion y se propaga
a través de todo el masculo cardiaco (Behere & Weindling, 2015). Este se divide en cinco
fases (ver figura 2).

Fase 0: También conocida como fase de despolarizacion rapida, se caracteriza por la
entrada masiva de iones Na* a través de los canales Navl.5, los cuales se activan por
despolarizaciones de la membrana del cardiomiocito (voltaje-dependientes) y acarrean una
corriente rapida de Na* (INa).

Fase 1: Inicia la repolarizacion temprana por la apertura de los canales de K* responsables
de la corriente transitoria de salida (Ito).

Fase 2: Se caracteriza por la presencia de una meseta en el potencial de accidon que
representa un equilibrio entre dos corrientes de entrada (una de Ca?'y la de Na*) y una
corriente salida de K* rapida (IKr).

Fase 3: Se inactivan las corrientes de Na* y Ca?" iniciando la repolarizacion tardia
(ventricular) por la salida de iones K* a través de diferentes canales idnicos y corrientes,
entre ellas la corriente lenta de K* (IKs).

Fase 4: Regreso al potencial de reposo por la activacién del rectificador de entrada (IKir).

Rt ! Phase 0: depolarization

= 2 Phase 1:fast repolarization

€ 01 Phase 2:plateau

< . 2 .

P Phase 3:terminal repolarization
-30 4 :

g 0 3 Phase 4:resting

~

‘83 = 4 4

< —

= -90 -

Figura 2.- Potencial de accion de cardiomiocitos ventriculares (Amin et al., 2010).

Kv7.1y minK

Del canal de potasio cardiaco (ver figura 3), el gen KCNQ1 codifica para Kv7.1 y el gen
KCNEL1 codifica para la subunidad minK. La subunidad minK aumenta la conductancia de
un solo canal, ralentiza el curso temporal de la activacion del canal y cambia la dependencia
del voltaje de la activacion del canal a voltajes mas positivos (Xu Parks et al., 2020).
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Figura 3.- Topologia de Kv7.1 y minK. a, Vista lateral esquematica de una subunidad Kv7.1
(segmentos S1-S6) y una subunidad minK en naranja. S1-S4 forman el dominio del sensor
de voltaje (VSD, Voltage Sensor Domain) en azul, mientras que S5—S6 forman el dominio
de poro (PD, Pore Domain) en rosa. El segmento transmembranal S4 tiene 4 residuos
aminoacidicos positivos que cambian de conformacion cuando se despolariza la
membrana. b, Vista superior esquematica de un canal tetramérico Kv7.1 con una subunidad
minK. El nimero de minK varia de 1 a 4. En esta representacion se muestra una
estequiometria KCNE1:KCNQ1 1:4 (Wu et al., 2021).

Relacion estequiométrica de Kv7.1 con su subunidad minK

Recientemente, se ha confirmado que la relacion estequiométrica de las subunidades
Kv7.1/minK es variable y puede ser desde 1:4 hasta 4:4 (Murray et al., 2016). La subunidad
minK es accesoria y tiene mdultiples funciones: modular la localizacion subcelular, la
selectividad ionica, la activacion y la farmacologia de los canales Kv7.1 (Hu et al., 2019).

Linea celular Human Embryonic Kidney-293

Las células HEK-293 en patrticular son un sistema heterélogo atractivo para la expresion de
proteinas de membrana, sobre todo porque tienen maquinarias de maodificacion
postraduccional necesarias para el plegamiento adecuado y/o la actividad biol6gica 6ptima de
las proteinas diana. También exhiben una alta eficiencia de transfeccion, traduccién fiel y
procesamiento de proteinas que daran como resultado mayores rendimientos de proteinas en
comparacion con otras células de mamiferos, por ejemplo, células CHO (células de ovario de
hamster chino) (Wu et al., 2021).

METODOLOGIA

Se extrajo el ADN plasmidico de las 2 subunidades que conforman la corriente lenta de
potasio cardiaca (IKs), KCNQ1 y KCNEZL; en el caso de la subunidad Kv7.1 fueron KCNQ1
WT (Wild Type) y KCNQ1 P535T.

Las HEK-293 se mantuvieron en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
suplementado con SFB al 10 %, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL, en una
atmosfera humidificada con 5% de CO, a 37°C.

Se usaron células con una confluencia del 60 al 80 % para transfectar transitoriamente
ambas subunidades del canal i6nico que acarrea la corriente IKs, KCNQ1 (Kv7.1) y KCNE1



(minK) en proporcion de 1:1, 1:2 y WT (ver tabla 2). La concentracion de dichos plasmidos
fue alrededor de 400 ng/pL.

Veinticuatro horas después de la transfeccion, las células fueron tripsinizadas y sembradas
en cubreobjetos de vidrio (0.7cm?) recubiertos con poli-D-lisina para subsecuentemente ser
incubadas durante 1 hora en una atmésfera humidificada con 5% de CO; a 37°C.
Posteriormente se realizaron registros electrofisiolégicos a las células HEK-293 que
mostraron fluorescencia verde y roja para Kv7.1 y minK respectivamente (lo que fue
indicador de que habia co-expresion de los plasmidos de interés) 24 y 48 horas después
de la transfeccion mediante la técnica de patch clamp en su configuracién de célula
completa para cada una de las estequiometrias.

Dicha técnica consiste en hacer un circuito cerrado entre la célula y la pipeta de registro.
Para ello, en primer lugar se succiona para “sellar” la pipeta con la membrana celular y
hacer una segunda succién para “perforar’ la célula y asi hacer el circuito cerrado entre la
pipeta de registro y la célula. Una vez que esto se logra, se procede a correr el protocolo
de pulsos cuadrados (ver figura 4).

Tabla 2.- Cantidad de plasmido empleado con respecto a las diferentes estequiometrias.

Estequiometria Cantidad de plasmido empleado
para la transfeccion

WT 2 uL DE KCNQ1 WT
2 uL DE KCNE1

11 2 uL DE KCNQ1 WT
2 uL DE KCNQ1 P535T
4 uL DE KCNE1

1:2 2 uyL DE KCNQ1 WT
2 uL DE KCNQ1 P535T
8 uL DE KCNE1




Figura 4.- Protocolo de pulsos cuadrados para la activacion de la corriente IKs.
Los pulsos cuadrados de voltaje desde -80mV hasta 100 mV en incrementos de
10 mV y con un paso fijo a -40 mV al final de cada pulso.

La solucion interna de registro fue: 7 mM de NaCl, 100 mM de KCI, 35 mM de CsCl, 0.1 mM
de CaClz, 2 mM de MgCl,, 10 mM de EGTA, 5 mM de HEPES, 3 mM de Na>-ATP ajustada
con CsOH (50%) a pH 7.3.

La solucion externa de registro fue: 145 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1.3 mM de CaCl;, 1
mM de MgCl, 0.7 mM de NaH>PO,4, 10 mM de HEPES ajustada con NaOH a pH 7.4.

Se utilizé el amplificador Multiclamp-700B con la digitalizadora Digidata 1550, los cuales
fueron controlados por el programa pClamp 10.5. Se eliminaron electronicamente las
corrientes capacitivas y la resistencia en serie de 11.7 £ 5.5 MQ fue compensada al 80 %.

Posteriormente se llevd a cabo el analisis de los datos obtenidos mediante el software
Clampfit 10.7 y Origin9_64. Para comparar las caracteristicas biofisicas de las corrientes
registradas, se construyeron curvas de activacion de las corrientes de cola ajustandose con
la ecuacion de Boltzmman:

min ~— Gmax
1+ eWVV12)/S

G(V) = + Gax

Los parametros resultantes de los ajustes fueron: el voltaje medio de activacion (Vir), la
conductancia maxima (Gmax) y la pendiente de la curva (dx).

RESULTADOS

En la figura 5 se puede ver que se logré la transfeccién transitoria a la linea celular
empleada, ya que las células expresaron las proteinas verde y roja fluorescentes.
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Figura 5.- Identificacién de células HEK-293 expresando Kv7.1 y minK empleando un
microscopio de epifluorescencia. Para proceder a registrar las células se debe confirmar
gue en efecto las células expresan ambas subunidades. 5-A) Identificacion de la subunidad
a (Kv7.1, verde) y 5-B) la subunidad B (minK, roja). En la figura 5-D) se muestra la
superposicion de las dos anteriores en donde se identifican células que coexpresan ambas
subunidades (células amarillas). 5-C) Campo claro en donde se muestra una célula a punto
de ser caracterizada electrofisiolégicamente.

En la figura 6 se muestran ejemplos de los registros de cada uno de los paradigmas
experimentales que se usaron para este estudio:

e KCNQ1WT/KCNE1 (WT)

e KCNQ1WT/KCNQ1 P535T/KCNE1 (1:1)

e KCNQ1WT/KCNQ1 P535T/KCNE1 (1:2)
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Figura 6.- Trazos ejemplo de la corriente del canal WT (gris) y WT + P535T co-expresado
con las subunidades minK a estequiometria 1:1 (verde) y 1:2 (azul), y abajo el protocolo
de pulsos cuadrados de estimulacién que se uso para este trabajo.

En la figura 7 se muestran las curvas de activacion obtenidas de las corrientes de cola. Las
figuras: circulos, triangulos y cuadrados representan valores medios + SEM y las lineas
continuas representan ajustes de la ecuacion de Boltzmann.
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Figura 7.- Curvas promedio de los canales Kv7.1 WT/minK (WT-gris), Kv7.1 WT/Kv7.1
P535T/minK (1:1-verde y 1:2-azul).

Se aplicé andlisis de varianza (ANOVA) a los diferentes grupos de datos, estimando como
hipétesis nula que: la media de todos los grupos es igual y como hipotesis alterna que: las
medias de uno o mas grupos son diferentes; con nivel de significancia de 0.05.

Las curvas de activacion para los canales 1:1 vs 1:2 y 1.1 vs WT fueron diferentes en términos
de su dependencia de voltaje (los valores medios de V12 fueron significativamente diferentes).
Sin embargo, la comparacion entre los grupos 1:2 vs WT arroja valores mayores al nivel de
significancia por lo tanto no se rechaza la hip6tesis nula y se dice que no hay diferencia
significativa entre estos grupos (ver tabla 3).

En cuanto a la densidad de conductancia maxima media (Gmax/Cm) los canales WT, 1:1y
1:2 fueron similares, aunque a simple vista se puede entender que el canal 1:1 presenta mayor
densidad de conductancia al resto, los valores de p indican que no hay diferencia significativa
(ver tabla 4).

Con respecto a la pendiente de la curva (Dx) el ANOVA arroj6 que en la comparacion 1:1 vs
1:2 hay diferencia significativa (solamente en la prueba de Fisher). Entre el resto de las
comparaciones no hay diferencia significativa (ver tabla 5).
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Tabla 3.- Comparacion entre los grupos del pardmetro Vi, (mV)
Grupos Valor de p (Tukey) Valor de p (Fisher)
1:1vs WT 0.00283 0.00107
1:2vs WT 0.25835 0.12255
1:1vs1:2 1.75272E-4 6.47035E-5

Tabla 4: Comparacion entre los grupos del parametro Gmax/Cm (nS/pF)
Grupos Valor de p (Tukey) Valor de p (Fisher)
1:1vs WT 0.9393 0.7417
1:2vs WT 0.98259 0.86146
1:1vs1:2 0.98891 0.8894

Tabla 5: Comparacién entre los grupos del parametro Dx
Grupos Valor de p (Tukey) Valor de p (Fisher)
1:1vs WT 0.34356 0.17074
1:2vs WT 0.76341 0.49316
1l:1vs1l:2 0.10754 0.04653
DISCUSION

El tamizaje genético ha sido muy importante para ayudar al diagnéstico y al tratamiento de los
pacientes con afecciones genéticas; asi como para la identificacion de familiares en riesgo. El
inconveniente que existe con el tamizaje genético en pacientes con afecciones cardiacas, es
gue la mayoria de las mutaciones identificadas son inocuas, presentan pocas alteraciones
funcionales o no presentan ningin cambio. El resultado de un tamizaje genético debe ser
interpretado con cautela, por ejemplo, si un paciente presenta clinicamente todas las
caracteristicas propias del SQTL, el tamizaje genético podria no aportar informacion relevante



para el tratamiento del paciente, ya que solamente menos del 20% de las mutaciones
reportadas en pacientes con SQTL han sido estudiadas (Gallardo, 2017), de ahi la importancia
de realizar la caracterizacion electrofisiologica de las mutaciones reportadas.

El mundo de Kv7.1 y sus subunidades accesorias

Nuestro grupo de investigacion con ayuda de un modelo in silico predijo que mutacion KCNQ1
P535T interrumpe un sitio de uniébn a calmodulina por impedimento estérico, lo que
probablemente cause defectos de plegamiento, co-ensamble y/o trafico del canal (Antlnez-
Arguelles et al., 2017). La mutacién P535T esta localizada dentro del dominio C-terminal, el
cual incluye dos sitios de union de calmodulina (considerados con alta probabilidad de
patogenicidad).

Mas tarde, nuestro mismo grupo evalué el efecto funcional de P535T (Gonzéalez-Garrido et
al., 2021). Reportamos que las subunidades del canal de potasio Kv7.1 P535T y minK si se
ensamblan pero no todas ellas llegan a ensamblarse a membrana. Ademas, el homocigoto
de KCNQ1 P535T no modifica la dependencia de voltaje pero si disminuye la densidad de
conductancia, lo cual se explica por su trafico defectuoso a membrana. El heterocigoto
KCNQ1 WT/KCNQ1 P535T no modifica significativamente la dependencia de voltaje ni la
densidad de conductancia con respecto al homocigoto KCNQ1 WT. Por lo tanto, si un portador
heterocigoto de la mutacion P535T expresa preferencialmente la mutacion, muy
probablemente presente un cuadro clinico de SQTL debido a la pérdida de funcién de P535T
y su salud puede verse comprometida de manera importante.

Los resultados de Gonzéalez-Garrido y colaboradores del 2021 no explican el por qué dos
portadoras heterocigotas de la mutacion KCNQL P535T presentan cuadros clinicos distintos.
Una de ellas presenta una arritmia de tipo SQTL durante el ejercicio, mientras que la otra no
presenta ningln sintoma en las mismas condiciones.

Los resultados aqui presentados indican que la dependencia del voltaje del canal homocigoto
Kv7.IWT/minK y del heterocigoto KCNQ1 WT/KCNQ1 P535T con estequiometria 1:2 no
presentan diferencias significativas. Sin embargo, la curva de activacién del heterocigoto
KCNQ1 WT/KCNQ1 P535T con estequiometria 1:1 esta desplazada a la izquierda, es decir
su dependencia de voltaje se corre a voltaje mas negativos. Cabe mencionar que en cuanto
a la densidad de conductancia, observamos mdltiples tamafios, lo que se refleja en las
amplitudes del error estandar de la media graficados en las curvas de activacion, pero no
encontramos diferencias significativas. Murray y colaboradores en 2016 reportan que a
medida de que varia la estequiometria del canal Kv7.1/minK cambia la dependencia de
voltaje, conforme se aumentan las subunidades de minK, la dependencia de voltaje se mueve
a valores mas positivos. Esta observacion concuerda con nuestros resultados.

En cuanto a la densidad de conductancia no se aprecian valores significativamente diferentes,
lo cual concuerda con nuestros resultados.

Cabe mencionar que la estequiometria de Murray y colaboradores del 2016 es diferente a la
gue se empled para realizar los presentes experimentos y cumplir los objetivos de este trabajo.
Murray realiz6 las construcciones EQ, EQQ y EQQQQ gque se generaron uniendo el extremo
C-terminal de minK con el extremo N-terminal de una, dos o cuatro secuencias de KCNQ1
humano. En cuanto a nuestro equipo, la estequiometria se estableci6 diferente; se maneja por
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concentraciones de 2 plasmidos que contienen una sola copia de KCNQ1 (WT y P535T) y de
KCNEL1 y s6lo variamos las concentraciones a usar para realizar las transfecciones en células
HEK-293, pero al igual que el equipo de Murray se observa que el Vi, se mueve a valores
mas positivos conforme se ve aumentada la concentracion de KCNE1 (minK). En sintesis, al
menos para el parametro Vi, la estequiometria 1:1 se comporta como el constructo EQQQQ
de Murray y la 1:2 como EQQ.

Finalmente, con estos resultados podemos decir que en caso de que KCNE1 se exprese en
menor medida (estequiometria 1:1) no explica los sintomas de SQTL, puesto que la
dependencia de voltaje se mueve hacia valores mas negativos, lo cual indica que la activacion
de IKs se veria adelantada y por lo tanto se esperaria el potencial de accién se acortara en
lugar de alargarse. Sin embargo, aln nos falta caracterizar las estequiometrias 1:3y 1:4, y
dados estos resultados preliminares, es muy probable que a mayor presencia de KCNEL1 la
dependencia de voltaje se movera a valores mas positivos (a la derecha) y por lo tanto eso
explicaria el acortamiento del potencial de accion.

CONCLUSION

La penetrancia incompleta y la expresividad variable de las enfermedades genéticas sigue
siendo una pregunta abierta de investigacion. Nuestros andlisis de la estequiometria de la
corriente IKs abren un nuevo camino para explorar y aportar datos nuevos para lograr integrar
una respuesta a esta pregunta.
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