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1. RESUMEN
El sindrome de QT largo es una enfermedad cardiovascular que afecta a una de

cada 2500 personas. Se trata de una arritmia caracterizada por una prolongacion del
segmento QT del electrocardiograma. El gen KCNQ1 es uno de los muchos genes
identificados que producen este sindrome, este concretamente crea proteinas

transmembrana defectuosas para el paso de potasio.

En los ultimos afios se ha visto que la comunicacion intercelular puede estar
mediada por exosomas. Los exosomas son vesiculas de pequefio tamafio, entre 40-
100nm, que son liberados por la mayoria de células del cuerpo y representan una
nueva forma de comunicacion intercelular. En su interior llevan desde proteinas y
lipidos hasta acidos nucleicos como microRNAs. Los microRNAs tienen un tamafo
de 19-25 nucledtidos, y al viajar dentro de los exosomas pueden ser activos en su
célula huésped, mientras que en su ceélula de origen permanecian inactivos. Se
conoce gue variaciones en el contenido de los exosomas estan relacionadas con el

desarrollo de diversas enfermedades cardiovasculares.

En este estudio hemos analizado varios miRs exosomales en una condicion
arritmogénica del tipo QT largo.
Palabras clave: arritmia, sindrome QT largo, gen KCNQ1, exosomas,

microRNAs.



2. ABSTRACT
Long QT syndrome is a cardiovascular disease that’s affects one in 2500 people. It's
an arrhythmia characterized by an extension of the QT segment of the
electrocardiogram. The KCNQ1 gene is one of the many genes identified that
produce this syndrome, this specifically creates defective transmembrana proteins for

the passage of potassium.

In recent years it has been seen that intercellular communication can be
mediated by exosomes. Exosomes are small vesicles, between 40-100 nm, that are
released by most cells of the body and represent a new form of intercellular
communication. Inside they carry proteins and lipids to nucleic acids such as
microRNAs. The microRNAs have a size of 19-25 nucleotides, and when traveling
within the exosomes they can be active in their host cell, while in their cell of origin
they remained inactive. It is known that variations in the content of exosomes are

related to the development of varius cardiovascular diseases.

In this study we have analyzed several exosomes miRs in an arrhythmogenic
condition of the long QT type.

Key words: arrhythmia, long QT syndrome, KCNQ1l gene, exosomes,
MiRNAS.



3. ABREVIATURAS
ECG: electrocardiograma
SQTC: sindrome de QT corto
SQTL: sindrome de QT largo
FA: fibrilacion auricular
JLNS: sindrome de Jervell-Lange-Nielsen
RWS: sindrome de Romano-Ward
miRs: microRNAs
gPCR: PCR a tiempo real



4. INTRODUCCION
4.1. Funciény estructura del corazén
El corazon es el 6rgano que se encarga de bombear la sangre hacia un sistema
arterial que la reparte por todo el cuerpo. Se sitla en el térax, detras del esternén y
delante de la columna vertebral, a ambos lados estan los pulmones y por debajo se
encuentra el diafragma. El corazén tiene dos movimientos; sistole o contraccion y

diastole o relajacion?.

El corazén se constituye de cuatro cavidades, dos en el lado derecho y dos en
el lado izquierdo, es por ello que se podria hablar de corazén izquierdo y corazén
derecho. Ambos estan separados por un tabique.

El corazon derecho se divide en auricula, en la parte superior, y ventriculo, en
la parte inferior. El corazon izquierdo se divide de la misma manera. Ademas, se
encuentra dentro de una bolsa llamada pericardio, la cual se divide en una hoja
interna sobre la superficie cardiaca y otra mas externa fijada a los vasos que salen
del corazon. En mitad de estas hojas existe un liquido para evitar su roce cuando

latel.

La sangre no oxigenada llega de todo el cuerpo a la auricula derecha a través
de las venas cavas, después pasa al ventriculo derecho mediante la valvula
tricispide, movimiento que nunca puede suceder en sentido contrario. Cuando el
corazon se contrae, la sangre sale del ventriculo por la valvula pulmonar y pasa a la

arteria pulmonar que la lleva a los pulmones para que se oxigene™.

Cuando la sangre se ha oxigenado, llega a la auricula izquierda (parte
superior del corazon izquierdo) por cuatro venas pulmonares. El paso de la auricula
izquierda al ventriculo izquierdo lo controla la valvula mitral, y la salida de aqui a
todo el cuerpo se produce cuando el corazon se contrae y se abre la valvula aortica

(Figura 1). Este es un sistema de circulacién cerrado?.



Corazon Normal
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Valvula Pulmonar

Figura 1: Imagen obtenida de la web www.standforchildrens.org

4.2. Electrofisiologia cardiaca
En las células cardiacas el valor del potencial de accion en reposo es de -85 mV y
se eleva hasta un valor de +20 mV con cada latido. Se distinguen hasta 5 fases en

este potencial de accién cardiaco, que van desde la fase 0 hasta la fase 42.

En la fase O tiene lugar la despolarizacion, se abren los canales de Na* y
entra a la célula gran cantidad de iones positivos. También se produce la apertura de
canales lentos de Ca?*. A continuacion, tiene lugar la fase 1, en la que se abren los
canales de K* y se produce la salida de este de la célula, lo que da lugar a una
repolarizacion rapida pero corta, ya que la constante entrada de Ca?* cierra los

canales de K*.



En la fase 2 o de meseta ocurren varias cosas, se cierran los canales de Na™,
pero sigue entrando Ca?* lentamente, por lo que el K* no puede volver a su nivel de
reposo. Es en la fase 3 en la que se cierran los canales de Ca?'y aumenta la
permeabilidad de la membrana para la salida de K*, y la célula cardiaca vuelve a su
voltaje negativo. En la fase 4 y ultima, la bomba Na-K-ATPasa se encarga de
bombear iones Na* fuera de la célula, al mismo tiempo que introduce K,

manteniendo negativo el potencial de accién? (Figura 2).

-85 mV —i—i

Figura 2: Imagen del potencial de accion de una célula cardiaca. Imagen obtenida

de la web www ffis.es

El sistema de conduccion cardiaca se encarga de generar Yy transmitir el
potencial de accion y esta formado por los siguientes componentes (Figura 3). El
nodo sinusal es la estructura donde se inician los latidos del corazén y marca el
ritmo cardiaco, por ello, se le puede llamar “el marcapasos del corazén”. Es una
estructura que se encuentra a menos de 1mm de la superficie del epicardio, y al lado

de la unién entre vena cava superior y auricula derecha?.



El impulso generado se transmite por vias preferenciales hasta el nodo
auriculoventricular y a la auricula izquierda cruzando las fibras del haz de
Bachmann, haciendo que las auriculas se contraigan. El nodo auriculoventricular se
sitla en la parte inferior derecha del septointerauricular, dentro del triAngulo de
Koch. Su funcién es la de posponer el paso del impulso eléctrico desde la auricula al
ventriculo, este retraso es para asegurar que toda la sangre ha pasado de las

auriculas a los ventriculos antes de que estos se contraigan?.

El nodo auriculoventricular recibe las sefiales del nodo sinusal y las pasa al
haz de His, que a su vez se divide en rama derecha y rama izquierda, ambas ramas
terminan en la red de Purkinje, que transmite el impulso eléctrico a todo el

endocardio del ventriculo izquierdo y derecho?®.

Nodo sinusal Haz de
Bachmann
Haz de His
Nodo
auriculo-
ventricular

Rama
izquierda

Rama derecha

Figura 3: Sistema de conduccién cardiaco?.
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La actividad eléctrica del corazon la podemos ver representada en un
electrocardiograma. Al observar un ECG se ve una onda p de pequefio tamafio que
representa la despolarizacion auricular. EI complejo de ondas QRS representa la
activacion ventricular. La onda T es la consecuencia de la repolarizacién de la masa

miocardica* (Figura 4).

R Tiempo R-R R

|* d

AN —

v |
L
Figura 4: Imagen de un electrocardiograma. Imagen obtenida de la web

Www.researchgate.net

4.3. Arritmias
Una arritmia es una alteracién en la generacién, transmisiéon y/o regularidad de los
impulsos eléctricos comparados con un corazon sano que late a ritmo normal. Se
pueden clasificar en dos vertientes; si implica un descenso de la frecuencia cardiaca
se denominan bradiarritmias, o si por el contrario causa un aumento de la

frecuencia, en ese caso se denominan taquiarritmias?.

El sindrome de QT corto (SQTC) se caracteriza por un intervalo de QT sucinto
y un riesgo de arritmias auriculares y ventriculares. La descripcion inicial del SQTC
incluyé un QT de 300 milisegundos. El limite inferior de la normalidad para el
intervalo de QT es de aproximadamente 350 milisegundos para los hombres y 360
milisegundos para las mujeres. En la actualidad, se ha llegado a un consenso y el

QTT para diagnosticar SQTC se ha corregido a 330 milisegundos®.
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La taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica (CPVT) fue descrita
por primera vez en 1978. El sello distintivo de CPVT es la aparicion de arritmias
ventriculares con el ejercicio fisico, el estrés emocional, o la administracion de
catecolaminas, en ausencia de cardiopatia estructural. Los sintomas suelen
comenzar en la infancia o en la adolescencia, pero hay casos con inicio en la edad
adulta. El sincope durante el ejercicio suele ser el sintoma de presentacion. Si no se
trata, esta condicion tiene una mortalidad muy elevada, con informes de hasta el
50% a la edad de 30 afios®.

La fibrilacién auricular (FA) es la arritmia mas frecuente y afecta al ritmo
normal del corazén. En la union Europea hay unos 4,5 millones de personas que la
sufren. La FA es una taquiarritmia en la que las auriculas laten de forma
descoordinada a una frecuencia muy alta. Esta frecuencia supera los 350 latidos por
minuto. Las auriculas bombean la sangre ineficazmente a los ventriculos haciendo
gue se contraigan de forma irregular. Esta descoordinacion auricular se representa

como oscilaciones rapidas en el ECGS.

El sindrome de QT largo (SQTL) es una canalopatia que afecta
aproximadamente a una de cada 2500 personas, principalmente gente joven. Esta
caracterizado por una prolongacién de la repolarizacidén ventricular que se manifiesta
por un incremento del QT en el ECG (Figura 5). Esto arriesga a los pacientes a
presentar sincope y muerte subita por Torsade de pointes (una especie de
taquicardia), que degenera en fibrilacion ventricular, una desorganizaciéon de los
impulsos ventriculares con ausencia de latido efectivo. Hasta el momento se han
descubierto mas de 700 mutaciones en 13 genes distintos relacionados con el
SQTL, de las cuales el 75% aproximadamente se encuentran en 3 genes: KCNQ1
(SQTL1) y KCNH2 (SQTL2), que afectan a los canales de potasio, y SCN5A

(SQTL3), que codifica los canales de sodio’.
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Figura 5: Electrocardiograma de una persona normal comparado con el

electrocardiograma de un paciente con SQTL. Imagen obtenida de la web

www.sads.org

El SQTL muestra una gran heterogeneidad genética (Tabla 1).

Tipo de SQTL Cromosoma en el que se halla Nombre del gen
(CHORM)

1 CHORM 11 KCNQ1
2 CHORM 7 KCNH2
3 CHORM 3 SCN5A
4 CHORM 4 ANKB

5 CHORM 21 KCNE1
6 CHORM 21 KCNE2
7 CHORM 17 KCNJ2
8 CHORM 12 CACNAl
9 CHORM 3 CAV3

10 CHORM 11 SCN4B

Tabla 1: Relacion de tipos de SQTL con el cromosoma donde se encuentra y el

nombre del gené.
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A pesar de la secuenciacion completa de todos los genes descritos, existe un

25-30% de pacientes con SQTL que permanecen sin diagnoéstico genético®.

Estos 3 genes (KCNQ1, KCNH2 y SCN5A) codifican para las unidades
formadoras de poros de los canales de potasio lkansas Y Ikr. LOS canales i6nicos son
proteinas transmembrana que los iones utilizan para pasar a través de la membrana
celular. Los canales implicados en el SQTL son selectivos, estdn especializados en
el transporte de un solo i6n y son dependientes de la tensidn, que se activen o no va
a depender de la tension intracelular especifica, que varia de acuerdo con el subtipo
de canal®. Los fenémenos eléctricos y contractiles que se inician en el cardiomiocito
estan controlados por estas estructuras. Los canales iénicos forman complejos
macromoleculares que consiste en una unidad principal que forma el poro del canal
y las proteinas auxiliares que lo regulan. El mal funcionamiento del canal visto en el
SQTL puede ocurrir en estos dos sitios: la proteina principal o las proteinas

reguladoras®.

La participacion de la unidad de formacion de poros se conoce como alfa, es
la encargada de generar los tres tipos de SQTL mas comunes: SQTL1 (afecta a los
canales de potasio lkansas), SQTL2 (que afecta a los canales de potasio lx) y SQTL3

(que afecta los canales de sodio)®.

Las mutaciones heterocigotas (gen dominante) en KCNQ1 causan el
sindrome de Romano-Ward (SQTL solamente), mientras que las mutaciones
homocigotas (gen recesivo) causan el sindrome de Jervell-Lange-Nielsen (SQTL y
sordera). La prevalencia de RWS se estima que es de 1:10.000 a 1:15.000, mientras

gue JNLS se produce una prevalencia estimada de 1,6 a 10 por milléon?©,

El gen para SQTL1 (el mas comun de los trastornos) es KCNQ1, que codifica
la subunidad alfa de formacion de poros de la proteina de canal de potasio lkansas, 10
gue requiere que se ensamble con la subunidad beta llamada minK para su correcto
funcionamiento'®. Cuatro subunidades alfa de KCNQ1 interactian con KCNE1, gen

gue codifica minK, para iniciar la corriente de lkansas.

14



KCNQ1 se compone de seis segmentos putativos de transmembrana (S1 a
S6), existe una region de poro (P) situado entre S5y S6, y un dominio C-terminal
gue representa casi el 60% del canal de potasio. El dominio C-terminal se une para

operar en conjuncién con minkK1©,

KCNQ1 se expresa en mas sitios ademas del corazén, también se puede
encontrar en el oido interno (lo que explica la sordera del JLNS), en el rifidn, pulmoén
y placenta?®.

La combinacién de subunidades normales y subunidades mutantes KCNQ1
crea canales anormales, y estas mutaciones reducenliansas Causando una pérdida de
la funcion del canal. Las mutaciones en la region del poro y en la region
transmembrana S5 son las principales causas de la interrupcion del transporte de
potasio (Figura 6). En cualquier caso, lkansas S€ reduce, provocando una prolongacion

de la repolarizacion cardiaca?®.

Pore

«{1 S5 st S6

. Zoon

Figura 6: Imagen de KCNQ1 en la membrana celular?®.

Los pacientes con SQTL presentan sincopes y mareos, ademas de
palpitaciones y convulsiones entre otros sintomas. El sincope se da sin previo aviso
y es abrupto y sin sefial alguna de advertencia. Se diagnostica por la presencia de
estos sintomas, antecedentes familiares (por lo que seria bueno una prueba
genética si ha habido algun caso en la familia, ya sea de episodios o incluso muerte
sUbita) y las caracteristicas del ECG*.

Se aconseja un estilo de vida saludable a los pacientes con SQTL, evitando

ejercicios que supongan un gran esfuerzo, incluyendo natacién y deportes acuaticos.
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La exposicion a ruidos fuertes como podria ser la alarma de un reloj debe ser

reducida, ademas de evitar farmacos que prolonguen el intervalo QT.

Para el tratamiento, el pilar de la terapia son los betabloqueantes, ya que
estos estdn asociados a una significativa reduccion de episodios cardiacos en
pacientes con SQTL. Para los pacientes sintomaticos se recomiendan los
bloqueadores beta de accion prolongada en las dosis maximas toleradas y le

interrupcion brusca debe ser evitada!?.

Los suplementos de potasio y/o medicamentos ahorradores de potasio, como
la espironolactona acorta el intervalo QT en un 24% de los casos. Los farmacos que
favorecen la apertura de los canales de sodio como aprikalim, levcromakalim,
nicorandil y pinacidil, han demostrado ser utiles en el tratamiento con pacientes de
SQTL1 y SQTL2. Los pacientes con SQTL3 por lo general se benefician mas del uso

de un marcapasos®.

4.4. Modelo murino de sindrome de QT largo
En 2001 se crearon los ratones transgeénicos alfa-MHC-KvLQT-iso-T7. Este modelo
murino presenta caracteres fenotipicos propios del sindrome QT largo, ya que
sobreexpresa una isoforma truncada del canal de potasio humano causado por el
gen KCNQL. Se diferenciaron tres lineas transgénicas dependiendo de la gravedad
del fenotipo, de modo que la linea HO2 seria la menos severa, después vendria la

linea HO5 y por dltimo la mas severa, la linea HO82,
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Figura 7: electrocardiograma de un raton normal (WT) y un ratén transgénico (H02)
con el gen KCNQ1?%2,

4.5. Comunicacion intercelular por exosomas
En los ultimos afios se ha visto que la comunicacion intercelular puede estar
mediada por exosomas. Los exosomas son pequefias microvesiculas derivados de
la membrana plasmatica. Se consideran como una mini versién de la célula por su
composicion similar, proteinas, lipidos, acidos nucleicos y el contenido respectivo a

su célula de origen?3,

Tienen un diametro de entre 40-100 nm y son liberados por la mayoria de
células del cuerpo, posiblemente como un vehiculo para una nueva forma de
comunicacion intercelular. Se han encontrado exosomas en fluidos corporales como
orina, liqguido amnidtico, leche materna, saliva o sangre. También se han implicado
en el transporte y la propagacion de la carga infecciosa, tales como priones y
retrovirus, incluido el VIH. Ademas, los exosomas llevan una serie de proteinas que
reflejan la célula huésped de origen'4. Hallazgos recientes dicen que los exosomas

contienen formas inactivas de ARNm y microRNAs que pueden ser transferidos a

17



otra célula y ser funcional en ese nuevo entorno, por ello se han iniciado nuevos

estudios con miRNAs de exosomas que circulan por la sangre.

o Cytoplasmic proteins
-

nnns RNA/DNA

“  Cytoplasmic
- .
proteins

Endoplasmic
Reticulum

Host or
recipient cell

L

Figura 8: diagrama esquematico de vias implicadas en la comunicacion de célula a

célula por exosomas?3.

Los microRNAs tienen un tamafio de 19-25 nucleétidos, y son objeto de
estudio pues al formar parte de la composicién de los exosomas, y estos migrar de
una célula a otra, estos miRs se pueden activar y ser funcionales en otra célula del

cuerpo, y no en su célula de origen?®.

La primera vez que se identificaron estos miRs fue en Caenorhabditiselegans
a principios de la década de 1990'°. En los Ultimos afios se ha incrementado el
estudio del papel de los miRs circulantes libres en sangre en humanos, sobre todo
en el area del cancer. Se conoce que estos miRs pueden ejercer como oncogenes
y/o como supresores de tumores. La alteracion en los niveles de expresion de un
miR puede ayudar al desarrollo de estas enfermedades y por ello se investigan

como nuevos biomarcadores?’.
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Tipo de cancer MiRNAs citas

Cancer pancreético miR-200a y miR-200b 18

Linfoma de células B miR-21, miR-155y miR- 19
210

Cancer de mama miR-195, let-7a,miR-155, 20
miR-10b y miR-34a

Céancer géastrico miR-21, miR106b, let-7a y 21
miR-17-5p

Cancer de prostata miR-375 y miR-141 21y 22

Cancer colorrectal mMiR-92, miR-17-3p y miR- 23
29a

Hepatocarcinoma mMiR-16, miR-199a y miR- 24

celular 195

Cancer de pulmodn miR-17-3p, miR-21, miR- 25

106a, miR-146, miR-155,
miR-191, miR-192, miR-
203, miR-205, miR-210,
mMiR-212 y miR-214.

Tabla 2: Ejemplos de miRs libres circulantes en sangre en diferentes tumores

malignos.

Viendo la relacidén existente entre los miRs libres circulantes en sangre y su
influencia en el desarrollo de distintos tipos de cancer, se empezaron las

investigaciones también en el campo de las enfermedades cardiovasculares.

Los miRs se utilizan como biomarcadores de patologias cardiovasculares
como insuficiencia cardiaca, enfermedad coronaria o riesgo cardiovascular®®. Hasta
el momento , parece haber aproximadamente 150-200 miRs expresados en el

sistema cardiovascular?s.
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Las altas concentraciones de miR-12"28, miR-1332%°, miR-208a 3° y miR-4993!
son biomarcadores de infarto agudo de miocardio. Altas concentraciones de miR-1y
miR-133a también son indicadoras de sindrome coronario agudo®.

Cuando se hallan concentraciones altas de miR-29a se inhibe la proliferacion
de cardiomiocitos, por lo que se impide la regeneracion cardiaca después de un
fallo33. EI miR-29a también se asocia significativamente tanto a la hipertrofia como a
la fibrosis cardiaca®*. Y las altas concentraciones de miR-100 vulneran la placa
coronaria®® acumulando grasa en la placa dentro de la arteria hasta que esta se

cierra o es obstruida por un coadgulo sanguineo.

Pero no solo las altas concentraciones de miRs son indicadoras de
enfermedades cardiovasculares, las bajas concentraciones de algunos miRNAs
también lo son impidiendo que el corazon se desarrolle de manera normal. En el
caso de los miR-30, miR-182 y miR-526, las bajas concentraciones se asocian a la
hipertrofia cardiaca, ademas de las altas concentraciones de miR-21, miR-29b, miR-
129, miR-210, miR-211, miR-212 y miR-423%.

Por el momento se dispone de muy poca informaciéon sobre miRs en
exosomas en un contexto de arritmia. En la actualidad no hay ningun estudio que

analice miRs exosémicos en sindrome de QT largo.

En este TFG se ha querido analizar si alguno de los miRs relacionados
anteriormente con algunas patologias, tales como miR-1, miR-29a y miR-100,
presentan alteraciones en sus niveles exosomales en un contexto de arritmia, como

es el caso del sindrome de QT largo.
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5. HIPOTESIS
La hipétesis de este Trabajo Fin de Grado es que los niveles de expresion de miRs

de exosomas circulantes en ratones normales (tipo salvaje) difiere a los ratones

transgénicos que comparte caracteres fenotipicos con el sindrome de QT largo de

humanos.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Modelo experimental
En este estudio se utilizo el raton (Mus musculus) como modelo experimental, en
concreto se usd el modelo transgénico alfa-MHC-KvLQT-iso2-T7. Este modelo
murino presenta caracteres fenotipicos propios del sindrome QT largo, ya que
sobreexpresa una isoforma truncada del canal de potasio humano causado por el
gen KCNQL1. En total se utilizaron seis individuos de la cepa alfa-MHC-KvLQT-isoT7,
tres de los cuales no portaban la construccién génica (controles) y tres ratones que

eran positivos para dicha construccion.

6.2. Obtencion de sangrey suero
De la extraccion de sangre se encargd el personal CPEA del animalario de la
Universidad de Jaén. Se extrajo entre 0,25-0,5 ml de sangre mediante la técnica de
extraccion submandibular y se depositd en un tubo eppendorf de 1 ml, los cuales se

mantuvieron y trasladaron en frio. Las muestras se identificaron correctamente.

A continuacidon, se deja reposar la sangre 15-20 minutos a temperatura
ambiente para que se forme el coagulo y después se centrifugan los tubos a 1500
r.p.m durante 10 minutos también a temperatura ambiente. Con una micropipeta se
recoge con cuidado el suero que se ha quedado en la parte de arriba del tubo
centrifugado, evitando coger el coagulo, y se deposita en un tubo eppendorf, el cual

ha sido previamente identificado.

6.3. Extraccion de los exosomas
Para la obtencion de los exosomas a partir del suero se utilizé el kit Total
ExosomelsolationReagent (fromserum, nimero de catdlogo: 4478360) de la casa
comercial Invitrogen byThermoFisher Scientific. La extraccion se realizd siguiendo

las indicaciones del fabricante.
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6.4. Extraccién de ARN
Para la extraccion de ARN a partir de los exosomas se utilizé el kit Direct-zol"™MRNA
Miniprep (numero de catalogo: R2052) de la casa comercial ZYMO RESEARCH,
junto con Trizol™Reagent (nimero de catdlogo 15596-026) de la casa comercial
Invitrogen byThermo Fisher Scientific, siguiendo las indicaciones de los fabricantes.

Para verificar la calidad de la extraccion de ARN se afiadio a las muestras el
kit RNA Spike-In Kit, For RT (numero de catalogo: 339390) de la casa comercial
Qiagen, el cual contiene los spikes-in Sp2, Sp4 y Sp5. Los spikes-in son miRNAs
sintéticos que se afiaden a la muestra y se comprueban en la PCR para ver si la
extraccion de ARN ha sido correcta.

6.5. Retrotranscripcion
La retrotranscripcion es una técnica en la que se sintetiza ADNc (ADN
complementario) a partir de ARN molde para, en nuestro caso, su posterior
amplificacion mediante una PCR a tiempo real. Se realizo el ensayo siguiendo las
indicaciones del protocolo del kit MIRCURY LNA RT Kit (nUmero de catalogo
339340) de la casa comercial Qiagen. Este kit contiene el spike-in Sp6 para verificar
gue la retrotranscripcion se ha llevado a cabo correctamente.

6.6. PCR atiempo real
Los ensayos de la PCR a tiempo real (g PCR) se llevaron a cabo usando el
perfeCTa SYBR Green FastMixfor 1Q (orden: 95071-250) de la casa comercial
Quantabio y se siguieron sus indicaciones.

Se utilizaron los primers miR-1 (nimero de catalogo MS00008358), miR-29a
(nimero de catalogo MS00003262) y miR-100 (numero de catdlogo MS00008365)
todos pertenecientes a la casa Qiagen. Como normalizador se utilizé el miR-16 (

namero de catalogo 333832).

Las qPCRs se realizaron en el equipo CFX384 (Biorad) compuesto por un
termoclicador modelo C1000. Como controles negativos se utilizaron muestras en
las que se afiadié agua y no ADNc y unas muestras(RT-), en las que no se habia
afiadido enzima de retrotranscripcién. Este udltimo sirve para detectar posibles

contaminaciones con ADN gendmico.
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Standard Cycling

# Cycles Program
Hot-Start Activation 1 95°C for 2 minutes
Denaturation 40 95°C for 15 seconds
Annealing/Extension 60°C for 60 seconds
Dissociation 1 60-95°C

Figura 9: perfil térmico de la PCR a tiempo real de los miRs.
6.7. Analisis de los resultados obtenidos.

La cuantificacion del ADN se realiz6 siguiendo el método de Livak®. Se usé Prism 6

para el analisis estadistico y representacion de los resultados obtenidos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

La PCR a tiempo real(gPCR) es una técnica de deteccién y amplificacion de ADN
que utiliza oligonucleétidos y un marcador fluorescente para medir la cantidad de
ADN sintetizado en cada ciclo de la PCR. En nuestro caso se ha analizado mediante
gPCR los niveles de miR-1, miR-29a y miR-100 en exosomas de un modelo murino
que presenta caracteres fenotipicos propios del sindrome de QT largo. Como
control, se usaron animales del mismo modelo que eran negativos para la
construccién génica. Como normalizador, se uso la expresion del miR-16.

Los datos obtenidos de la PCR se analizaron estadisticamente mediante el
test T-student para la comparacion de medias, y los resultados fueron:

p= 0,11 para el miR-1
p= 0,39 para el miR-29a
p= 0,33 para el miR-100

Segun estos valores no hay diferencias estadisticamente significativas entre
las medias de ambas poblaciones (controles y alfa-MHC-KvLQT1-is02-T7) para

ninguno de los tres miRNAs analizados.

Una explicacion para que no se encuentren diferencias estadisticamente
significativas en las medias entre ratones normales y los que portan la
construcciéngénica puede ser que un n=3, no es suficiente para obtener una

representacion del comportamiento de medias de ambas poblaciones.

En las gréaficas (Figuras 10,11y 12) se puede ver que existen diferencias en la
dispersion de datos de ambas poblaciones, y que para la poblacion de los que
portan el transgén se observa mucha mas variabilidad. Por ello se hizo un segundo

test estadistico, el test F de Snedecor para la varianza y los resultados fueron:
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p=0,0063 para el miR-1.
p= 0,0097 para el miR-29a.
p= 0,001 para el miR-100.
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Figura 10: Expresion relativa del miR-1 en ratones control (wt) y ratones
transgénicos alfa-MHC-KvLQT1-is02-T7.
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Figura 11: Expresion relativa del miR-29a en ratones control (wt) y ratones
transgénicos alfa-MHC-KvLQT1-iso2-T7.
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Figura 12: Expresion relativa del miR-100 en ratones control (wt) y ratones
transgénicos alfa-MHC-KvLQT1-iso2-T7.
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Ademas, si se observan las gréficas de la poblacion transgénica (Figuras 13,
14 y 15) se puede ver claramente como uno de los individuos analizados muestra
una mayor expresion de los tres miRs analizados, destacando sobre el resto

(individuo namero 2).

miR1 vs miR16
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Figura 13: Representacion de la expresion relativa del miR-1 en cada uno de los

ratones control (wt) y ratones transgénicos alfa-MHC-KvLQT1-iso2-T7.
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miR29a vs miR16
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Figura 14: Representacion de la expresion relativa del miR-29a en cada uno de los

ratones control (wt) y ratones transgénicos alfa-MHC-KvLQT1-iso2-T7.
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Figura 15: Representacion de la expresion relativa del miR-100 en cada uno de los

ratones control (wt) y ratones transgénicos alfa-MHC-KvLQT1-iso2-T7.
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En este caso, para el test F de Snedecor si hay significacion tal y como
muestran las figuras 10, 11 y 12. Esto quiere decir que aunque las medias no
muestran diferencias, si muestra diferencias la dispersion, hay una mayor
variabilidad de los datos obtenidos en la poblacion transgénica con respecto a la
poblacion control. Esto podria indicarnos que dentro de los animales transgénicos
analizados, algunos poseen mas copias de ese transgén en su genomio que otros.
Esto explicaria los resultados obtenidos, con mucha dispersion para los niveles de
expresion de miRs exosémicos en los alfa-MHC-KvLQT1-is02-T7.

Con este trabajo se pretendia familiarizarse con los materiales y métodos, y
de obtener unos primeros resultados. Para futuras investigaciones se debe aumentar
el niumero de individuos analizados para poder aclarar si estos miRs estan 0 no
alterados en los exosomas en este modelo de QT largo.

El uso de miRs exosdmicos supone un método de obtencion de muestras no
invasivo, pues al circular por la sangre, es muy facil obtener muestras sin causar
demasiado malestar al paciente. Su uso como bioindicador ayudaria como
prondstico a personas emparentadas con otras que si sufren arritmias u otras
enfermedades cardiovasculares, incluso que han muerto. También ayudarian en el
diagnostico en el caso de que las pruebas genéticas o el electrocardiograma no
resultaran del todo concluyentes, ya que se dan episodios de arritmias que escapan
a estas pruebas. Y por ultimo, para disefiar un tratamiento que ayude a mejorar la

calidad de vida de las personas afectadas.
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8. CONCLUSION

1) No existen diferencias en los niveles de expresion de los miRs exosdémicos
miR-1, miR-29a y miR-100 entre ratones controles (wt) y alfa-MHC-KvLQT-
1IS02-T7.

2) Existe una mayor variabilidad en los niveles de expresién en exosomas de
miR-1, miR-29a y miR-100 en ratones alfa-MHC-KvLQT1-is02-T7, al ser
comparados con ratones normales (wt).
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