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Resumen

En los Ultimos afios ha existido un creciente interés por encontrar nuevos blancos
terapéuticos para el tratamiento y diagnostico del cancer. Uno de los blancos potenciales es
el canal de potasio activado por voltaje Kv10.1, el cual se encuentra sobreexpresado en
alrededor del 70% de tipos de cancer estudiados en clinica, mientras que su expresion
normal se limita al sistema nervioso central. Aunado a esto, la inhibicion de la actividad del
canal ha mostrado resultados prometedores al detener el progreso de algunas de los
Hallmarks del cancer, sin embargo, varias de las moléculas propuestas como inhibidores son
moléculas inespecificas que pueden llegar a desencadenar otras alteraciones. Es por esta
razén, que la busqueda de nuevos moduladores del Kv10.1 continla incesantemente.

Experimentos previos en el laboratorio mostraron que el penfluridol era capaz de
modificar el potencial de membrana en reposo de células que expresaban el canal idnico
Kv10.1, por lo que el objetivo de esta tesis se centrd en identificar si dicha molécula era capaz
de inhibir a dicho canal. El efecto inhibitorio se confirmé al hacer registros electrofisiolégicos
con la técnica de patch-clamp, en donde se encontré que el efecto del penfluridol sobre la
actividad del Kv10.1 es dosis-dependiente con una ICso ~3 uM.

Para evaluar los efectos de la inhibicion de la actividad de Kv10.1 sobre aspectos
funcionales se realizaron experimentos de viabilidad celular a través del marcaje de doble
fluorescencia, asi con ensayos migracién celular usando el protocolo de cierre de la herida.
La viabilidad celular no se vio afectada, no obstante, se observé una disminucion en la tasa
de migracion de un 24% en HEK-Kv10.1 en presencia de penfluridol. Ademas, se observé
que el penfluridol modificaba la morfologia de las células HEK-Kv10.1 haciendo que las
células pasaran de una morfologia alargada (CMC = 1.8 + 0.43) a una morfologia redondeada
(CMC =1.17 £ 0.14).

Los hallazgos encontrados sugieren que el penfluridol es un farmaco potente como
bloqueador del canal Kv10.1 en comparacion con otros bloqueadores anteriormente
identificados y los cambios detectados en términos funcionales son concordantes con la
literatura que ha postulado a este farmaco como un tratamiento potencial para diferentes
tipos de cancer que van desde cancer de pulmén, de mama triple negativo, de pancreas,

entre otros.



1. Introduccioén

1.1. Perspectiva historica de bioelectricidad y canales idnicos

Los inicios de la electrofisiologia se remontan a los afios 1780 con los experimentos de Luigi
Galvani, seguidos por los experimentos de Carlo Matteucci quien en 1800 se sirvido de un
galvanOmetro para detectar corrientes en tejidos biolégicos; asi mismo, es pertinente
mencionar a Emil du Bois-Reymond, quien, impulsado por los dos pioneros de la
electrofisiologia, identificé un flujo de “moléculas eléctricamente cargadas” en tejido nervioso
y muscular, hoy se sabe que se referia a los iones y que el flujo que detecté explica la
excitabilidad celular, motivo por el cual se le es considerado como el padre de la
electrofisiologia moderna (Fermini, 2008).

Méas tarde, en 1952 el punto de inflexibn que marco la consumacion de principios
experimentales se dio con las aportaciones de Hodgkin y Huxley quienes describieron la
relacion entre el potencial de membrana y las corrientes ionicas, ademas, se percataron de
gue el flujo de cargas se daba en regiones localizadas de la membrana plasmatica (Aidley
David J. & Standfield Peter R., 1996). Ellos realizaron un modelo matematico (HH-model)
que describe y predice la participacion de canales permeables a sodio y potasio en el
potencial de accion del axén gigante del calamar (Hodgkin & Huxley, 1952).

Los canales io6nicos son proteinas transmembranales formadoras de poro que
modulan la entrada o salida de iones de las células, estdn conformados por varias
subunidades que varian en funcién de la subfamilia a la que pertenezcan. Cada una de las
subunidades, presentan una region hidrofébica transmembranal que favorece su anclaje en
la membrana. Los canales idnicos se encuentran presentes en todo tipo de células, se
expresan en la membrana plasmética y en la membrana de organelos intracelulares (Aidley
David J. & Standfield Peter R., 1996). La movilizacién de los iones a través de los canales
i6nicos juega un papel fundamental en un contexto fisioldgico ya que desempefian un amplio
repertorio de funciones que pueden ir desde la sefalizacion celular, regulacién del volumen
celular, hasta la modificacion del potencial de membrana en reposo (PMR) (Zheng et al.,
2015).

El PMR de las células es resultado de la distribucion asimétrica de los iones entre el
medio intracelular con respecto al medio extracelular, de manera, que el PMR de células

excitables tiende a presentar valores negativos de entre -40 y -95 mV (Hille, 2001).
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1.2. Clasificacion de canales idnicos

Los canales i6nicos generalmente se clasifican de acuerdo con dos criterios
particulares: 1) su selectividad, es decir, la permeabilidad que presentan ante un ion
determinado (Na*, K*, Ca?*, CI), y 2) por los estimulos que desencadenan su activacion (o
gating), pudiendo activarse ante estimulos mecanicos, cambios de voltaje, de temperatura,
de pH y por unidn a ligandos externos tales como neurotransmisores o ligandos internos
como Ca*, nucledtidos ciclicos, entre otros (Alberts et al., 2016). Cabe destacar que, en
algunas ocasiones, lo canales activados por union a ligando pueden ser activados por
multiples estimulos (Aidley David J. & Standfield Peter R., 1996).

1.3. La superfamilia de canales i6nicos de potasio

Existe una enorme variedad de canales i6nicos de potasio los cuales se encuentran
presentes en todos los reinos bioldgicos a excepcion de algunos parasitos o bacterias
simbidticas (Kuo et al., 2005). La gran superfamilia de canales idnicos de potasio se
subdivide en funcién de su estructura y funcionamiento, razén por la cual se han clasificado
en cuatro grandes clases: canales activados por voltaje (Kv), canales rectificantes de entrada
(Kir), de dominio de Poro en Tandem (K2P) y canales activados por calcio (Kca) (Kuang et
al., 2015).

La estructura de dichos canales puede llegar a contener de 2 a 6 hélices
transmembranales e independientemente de la clase a la que pertenecen, presentan dos
regiones fundamentales para su correcto funcionamiento: el dominio formador de poro (DP),
el cual permite el paso de iones de K* y, por otro lado, un dominio sensor de voltaje (DSV),
el cual se encarga de sensar diferentes estimulos que varian en funcién de la subfamilia
(Kuang et al., 2015). Los canales de K* se caracterizan por presentar la secuencia de
residuos de aminoacidos -XGYG- en cada asa P en la regiéon formadora del poro, lo que
promueve la formacion del filtro selector para permitir el movimiento de iones K* a través de
ellos (Hille, 2001).

El ensamblaje de las 4 subunidades consiste en el acoplamiento funcional de DSV
con PD y adquieren un arreglo cuadrado que se caracteriza por presentar los 4 PD en el

centro rodeadas por los DSV. Los canales de la familia Eag se caracterizan por tener un
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arreglo en el que cada VSD entra en contacto con el PD de la subunidad adyacente (Barros
et al., 2020).
En esta tesis nos enfocaremos en el canal de potasio perteneciente a la subfamilia de

canales activados por voltaje, el Kv10.1.

1.4. El canal Kv10.1, generalidades

1.4.1. Antecedentes historicos
En 1969, Kaplan & Trout, encontraron mutantes de Drosophila melanogaster las cuales
presentaban un temblor vigoroso en las extremidades cuando eran anestesiadas con éter.
En una de estas moscas mutantes se identificé que el gen responsable de dicho fenotipo
codificaba para un canal i6nico selectivo a potasio, el canal Kv10.1, en ese entonces se
nombré como EAGL (por ether-a-go-go 1), dado que fue el primer canal descubierto en su
tipo. Posteriormente, se le dio el nombre de Eag a la subfamilia de canales de potasio
activados por voltaje (Kv), que tienen homologia estructural con el Kv10.1, dicha familia es
conocida por el nombre del gen base KCNH, el cual es codificante para las subunidades de
los tres subtipos de canales (Eag, Erg y Elk) contemplados en la familia tal como se puede

apreciar en la figura 1.

Eagl/Kv10.1

Eag2/Kv10.2

Ergl/Kv11.1
KCNH Erg2/Kv11.2

Erg3/Kv11.3

Elk1/Kv12.1
Elk2/Kv12.2

Elk3/Kv12.3

Figura 1 Relaciones de parentesco de la familia KCNH. Modificado de Xuzhao et al., 2017.

Mas tarde en 1998, Occhiodoro y colaboradores aislaron el gen KCNH humano, lo clonaron

y lograron su expresion funcional en mioblastos en proceso de diferenciacion por lo que,
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ademas, fue posible caracterizar la cinética de activacion del canal (Occhiodoro et al., 1998).
Tras transfectar dicho canal en ovocitos de Xenopus laevis, se identifico la participacion del
Kv10.1 en la progresion del ciclo celular (Pardo et al., 1998) y fue un afio més tarde cuando
dilucidaron la sobreexpresion del canal en aproximadamente el 70% de las muestras de
tumores obtenidos en clinica y fue a partir de este hallazgo cuando se comenzoé a arar el
terreno para proponerlo como un blanco farmacologico para tratar el cancer, asi como

describirlo como un canal oncogénico (Pardo et al., 1999).

1.4.2. Estructura, expresion y funcién

1.4.2.1. Estructura

El canal Kv10.1 (codificado por el gen KCNH1) es un complejo proteico homotetramérico con
un peso de 111,423 Da. Cada una de sus 4 subunidades esta compuesta por 6 hélices alfa
transmembranales (S1-S6) dentro de las cuales se encuentra el dominio sensor de voltaje
(VSD) (S1-S4), cuyo segmento S4 contiene residuos cargados positivamente (Arg, Lys) de
tal manera que al estar expuesto a potenciales muy positivos se desencadenan cambios
conformacionales acoplados a la region formadora del poro (PD) (S5-S6) mediante un asa
conectora corta de 5 residuos entre el S4 y S5 (Whicher & MacKinnon, 2016). La selectividad
del canal hacia K* se da mediante la region P conectora de S5 y S6 que contiene una
secuencia altamente conservada entre los canales Kv -MTXVGXG- (Heginbotham et al.,
1994; (Whicher & MacKinnon, 2016).

Al igual que otros canales de potasio activados por voltaje, los extremos amino- y
carboxilo terminal del Kv10.1 son intracelulares, no obstante, dichas regiones son muy
grandes y tienen diferentes dominios funcionales (Warmke et al., 1994). En el extremo amino
terminal se presentan: un dominio de unién a calmodulina (CaMBD) y el dominio Per-Ant-
Sim (PAS), mientras que en el extremo carboxilo terminal se encuentran: C-linker, un dominio
de unién a nucledétidos ciclicos (CNBDH) y dos dominios CaMBD (X. Wang et al., 2017).

1.4.2.2. Expresiony funcion

El canal Kv10.1 se expresa de manera regular en tejido nervioso en donde abunda
especificamente en el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, el hipocampo, el hipotalamo y

cerebelo tanto en roedores como en humanos y se ha evidenciado su expresion en dendritas
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neuronales y postsinapticas (Ouadid-Ahidouch et al., 2016). En lo que respecta a la
localizacion subcelular, se expresa en la membrana plasmatica, pero también se ha
observado su expresion funcional en la membrana nuclear y de acuerdo con Chen y
colaboradores, la expresiéon en la membrana nuclear sugiere su participacion en la
homedstasis nuclear de K* e incluso en la expresion génica mediante la interaccion indirecta
con heterocromatina (Chen et al., 2011).

Pese a que se han realizado numerosos estudios respectivos a la funcionalidad del
canal en tejido nervioso (Ouadid-Ahidouch et al., 2016), aln es incierta ya que en ratones
knock-out no se presentaron anomalias en su desarrollo embrionario y hasta la adultez; la
corteza y el hipocampo presentaron una morfologia normal, de la misma manera, no
presentaron alteraciones en niveles de ansiedad, conducta social, en memoria, ni en

aprendizaje (Ufartes et al., 2013).

1.4.3. Biofisica

Cuando se grafican las corrientes ibnicas generadas por la activacién del canal Kv10.1 en
funcién del voltaje, se puede observar que se comporta como un canal rectificante de salida,
es decir una vez que se activa al estar expuesto a voltajes mas despolarizados de -40 mV
(Occhiodoro et al., 1998), favorece el flujo saliente iones de potasio del medio intracelular
hacia el extracelular. En registros de corrientes macroscopicas se puede observar que el
Kv10.1 genera corrientes que se activan lentamente y no muestran inactivacion ante la
despolarizacién sostenida (Bauer & Schwarz, 2001). Los registros de canal unitario muestran
que el canal Kv10.1 de humano tiene una conductancia unitaria de 19.7 £ 1.4 pS (Zakany et

al., 2019) y el voltaje medio de activacion (Vi) es de 8.3 mV (Kotiim et al., 2015)

1.5. Elrolde Kv10.1 en la progresion del cancer

15.1. El cancer y el potencial de membrana celular
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (2022) el cancer es un padecimiento
que ocupa una de las primeras causas de muerte a nivel mundial con un nimero aproximado
de 10 millones de muertes registradas en 2020, lo que indica que seis de cada diez muertes
fueron a causa de la enfermedad. El National Cancer Institute la define como una enfermedad
en la que algunas células del cuerpo comienzan a crecer y proliferar de manera

descontrolada e invaden otros tejidos, puede llegar a desarrollarse en cualquier parte del
14



cuerpo y a raiz de la acumulacion de mutaciones como resultado de las altas tasas de
replicacion, las células afectadas adquieren un comportamiento anormal que, si bien pueden
variar en funcién de los diferentes tipos de cancer (National Cancer Institute, 2022), Hanahan
y Weinberg identificaron 6 caracteristicas distintivas del cAncer que denominaron Hallmarks
of Cancer (Hanahan & Weinberg, 2000).

Dentro de las Hallmarks of Cancer se considera: la activacion de vias de sefializacion
que promueven la proliferacion sostenida; la evasion de supresores de crecimiento;
activacion de invasion y metastasis; induccion de angiogénesis; resistencia a la muerte
celular y la habilitacion de inmortalidad replicativa. Dichas caracteristicas se manifiestan
como resultado de un enorme repertorio de vias de sefializacién con una amplia diversidad
de mecanismos; sin embargo, en el presente escrito nos enfocaremos de manera particular
en la participacion del canal Kv10.1 en el desarrollo del cancer pues se ha evidenciado su
sobreexpresion en alrededor del 70% de tipos de cancer (Hemmerlein et al., 2006; Martinez
et al., 2015; Pardo et al., 1999).

Asi mismo, se ha visto que el PMR se ve modificado en células cancerosas. El estado
despolarizado de las células cancerosas lo evidenciaron Marino y colaboradores en 1994
tras registrar células extraidas de tumores malignos de diferentes tipos de cancer en donde
notaron el desplazamiento del PMR hacia voltajes mas positivos al contrastarlos con el PMR
de células somaticas sin alteraciones (Marino et al., 1994). Aunque los mecanismos
moleculares implicados en que las células cancerosas adquieran un PMR mas despolarizo
no se conocen con certeza, se ha hipotetizado que ésta podria estar sujeta a la activacion
de canales de calcio como resultado de la hiperpolarizacion de la membrana a causa de la
activacion de canales de K* (Movsisyan & Pardo, 2020).

Ademas, dada la baja concentracion de K* intracelular en células cancerosas aunado
con el hecho de que el uso de blogueadores de canales de K* tuvo un efecto importante
sobre el restablecimiento del PMR, sugirieron que los canales selectivos para K* podrian
tener una influencia mayor sobre las modificaciones de este parametro en comparacion con
canales de Na*.

Un hecho que resulta relevante es que la prevalencia del PMR despolarizado en
células cancerosas es concordante con la influencia de los cambios de potencial durante la
progresion de las fases del ciclo celular (Carvalho, 2021). Para citar un ejemplo mas

especifico, tanto las células cancerosas como las células troncales con mayor potencial
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proliferativo presentan un PMR de entre -10 y -30 mV, mientras que las células diferenciadas
con una tasa de proliferacion reducida presentan valores entre -50 a -90 mV (Levin &
Stevenson, 2012).

Por lo tanto, se ha propuesto al cAncer como una oncocanalopatia, la cual esti
definida como estados patologicos que se desencadenan por una expresion aberrante de un
canal ionico determinado de manera que puede apoyar la sefalizacion requerida para la

expresion de un fenotipo anormal (Prevarskaya et al., 2018).

1.5.2. Implicaciones del canal Kv10.1 en las Hallmarks del cancer

1.5.2.1. Proliferacion y progresion del ciclo celular

La proliferacion sostenida es un comportamiento tipico de células neoplasicas que se
desarrolla a partir de una serie de vias de sefializacion alteradas las cuales promueven la
division mitética deliberada de forma autocrina y mediante la liberacién de factores de
crecimiento (Hanahan & Weinberg, 2011) y un hecho que ha llamado la atencién es el
incremento en la tasa de proliferacion como resultado de la sobreexpresion inducida del canal
Kv10.1.

En 2016 Sanchez y colaboradores identificaron que la expresion del canal Kv10.1 no
se limita a tejidos nerviosos como lo habian indicado anteriormente Martin y colaboradores
en 2008, sino que también se expresa ectdpicamente en la region basal del cilio primario y
de manera efimera en células somaticas de vertebrados en donde se han identificado con
mayor incidencia en células con altas tasas de replicacion tales como las células troncales
de epitelio intestinal (Martin et al., 2008; Sanchez et al.,, 2016; Urrego et al., 2016),
especificamente durante la fase de transicién G2/M del ciclo celular (Napoli et al., 2022).

La expresion periddica del canal se ha visto que esta regulada por la via pRb/E2F1 en
donde el factor de transcripcién E2F1 regula la expresion a través de la unién a regiones
promotoras del Kv10.1 (Urrego et al., 2016). Sin embargo, también se ha evidenciado su
expresion funcional en la membrana nuclear en donde se sugiere que podria participar en la
regulacion homeostatica de las concentraciones de K* en el lumen nuclear y que, ademas,
podria interactuar indirectamente con la cromatina y de esta manera, influir sobre la
regulacion génica (Chen et al., 2011).

La expresion funcional del canal Kv10.1 en la regién basal del cilio primario promueve

la hiperpolarizacion de membrana lo cual desencadena la activacion de diferentes canales
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de Ca?* (Napoli et al., 2022) y conforme la concentracién de Ca?* intracelular aumenta,
recluta a la calmodulina (CaM) (Movsisyan & Pardo, 2020) lo que a su vez activa a la quinasa
Aurora A (AURKA por sus siglas en inglés Aurora Kinase A) que es la proteina efectora de
la reabsorcion del cilio primario (Nishimura et al., 2021). El cilio primario es una estructura
temporal que sigue un ciclo de formacion y reabsorcidn en coordinacion con las etapas de
transicion GO/G1 y G2/M respectivamente. Por lo tanto, la fase de reabsorcion del ciclo del
cilio primario ademas de involucrarse en la activacion de diferentes vias de sefializacion
desencadenadas a partir de AURKA (Por sus siglas en inglés Aurora Kinase A) (Véase en
Fig. 2), deja a los microtubulos disponibles para la formacion del huso mitético en pro de la
segregacion cromosémica (Kasahara & Inagaki, 2021).

En 2020 Movsisyan & Pardo encontraron que la actividad del canal Kv10.1 detiene la
activacion de SAC (por sus siglas en inglés Spindle Assembly Checkpoint) que es un punto
de control que impide la segregacion cromosémica si los cinetocoros no se han unido
correctamente a los microtubulos del huso mitético por lo que la actividad del canal
incrementa la tasa de replicacion del DNA (Movsisyan & Pardo, 2020); ademas observaron
que existe relacion entre el estado despolarizado de la membrana como efecto de la actividad
del canal Kv10.1 y la activacion de canales de Ca?* como el ORAI1 (Movsisyan & Pardo,
2020b; Peretti et al., 2019) que a su vez desencadenan oscilaciones en el [Ca?*li cuyo
incremento pareciera ser el motor que media parte de la dinAmica microtubular.

Es posible que dichas modificaciones en la dinamica microtubular se den como
consecuencia de dos efectos opuestos de la calmodulina mediados por las interacciones de
proteinas asociadas a los microtubulos (MAPs) en donde en presencia de las MAPs la
calmodulina confiere una alta sensibilidad a [Ca?]i y dicha sensibilidad inhibe la
polimerizacién y por otro lado, en ausencia de MAPs la calmodulina secuestra al [Ca?*]i y

promueve la polimerizacion de las fibras de tubulina (Lee & Wolff, 1982).

1.5.2.2. Migracion y metastasis
La progresion maligna del cancer se define —en gran medida— por la metastasis y
angiogénesis. Los procesos metastasicos son aquellos en los que los tumores primarios se
disgregan hacia otras regiones mediante su insercion en el torrente sanguineo y su
instalacion en tejidos secundarios de manera que inician la formacién de colonias en 6rganos

distintos al de su origen y, por lo tanto, en entornos fisiolégicos con una mayor disponibilidad
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de nutrientes (Fares et al., 2020; Hanahan & Weinberg, 2000). Es por esta razén que su
progresion se ve favorecida por la motilidad celular la cual se evaltia a partir de la migracion
celular.

Ademaés de la proliferacion sostenida, tanto el aumento de la dinamica microtubular
como la disponibilidad de su maquinaria que son procesos liderados en gran medida por la
participacion del canal Kv10.1, resultan ser clave para la migracion celular lo cual se ha
evidenciado mediante la colocalizacibn del canal con adhesiones focales, cuyo
funcionamiento involucra cascadas de sefializacion con actores moleculares tales como FAK

(por sus siglas en inglés Focal Adhesion Kinase) e integrinas (Herrmann et al., 2012).

1.5.2.3. Angiogénesis
En lo que concierne a la angiogénesis, se trata del proceso de neovascularizacion mediante
el cual los tumores desarrollan vasos sanguineos como respuesta ante la privacion de
nutrientes, asi como a la deficiente oxigenacion de los tejidos. Esta caracteristica distintiva
del cancer se manifiesta como consecuencia de la sobrerregulacion de HIF-1a (Hipoxia
Inducible Factor 1a) y VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) y tal como lo han
evidenciado Downie y colaboradores (2008), aun con variantes no conductoras del canal
Kv10.1, la presencia del Kv10.1 regula la expresion de ambos promotores de la angiogénesis

independientemente de su actividad candnica.
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Figura 2 Participacion del canal Kv10.1 en las Hallmarks del cancer. Modificado de Luis et al., 2022. 1)
esquema que muestra la estructura de una subunidad del canal Kv10.1; 2) el canal Kv10.1 se activa por la
despolarizacion del potencial de membrana, lo permite la salida de iones K* de la célula; 3) la apertura del canal
Kv10.1 en la region basal del cilio primario hiperpolariza la membrana, lo que incrementa el driving force para
Ca*, lo que desencadena la reabsorcién del cilio primario y con ello la activacion de procesos celulares o
activacion de rutas especificas; 4) los niveles de expresién funcional del Kv10.1 se ha visto que influye sobre
las oscilaciones de calcio intracelular; 5) la expresién temporal del canal en células con altas tasas de
proliferacion se limita a las fases G2/M y tanto la reabsorcion del cilio primario como el incremento de
oscilaciones de Ca?* son relevantes durante dicha fase de transicion; 6) el factor de transcripcion E2F1 regula la
expresion del gen KCNHL1, que codifica para las subunidades del Kv10.1. Dos de las proteinas que regulan la
actividad de E2F1 son p53 y pRb, los cuales se encuentran pobremente expresados en tejido canceroso; 7) la
actividad del canal Kv10.1 detiene la activacién de SAC, un checkpoint que verifica la correcta unién de los
cinetocoros a los microtubulos del huso mitético durante la segregacion cromosémica.

[ \

1.6. El canal Kv10.1 como blanco terapéutico

1.6.1. Farmacologia
Tal como lo mencionan Luis y colaboradores, el canal Kv10.1 es un blanco terapéutico
prometedor para el tratamiento de diferentes tipos de cancer no sélo por la sobreexpresion
anOmala en tejidos cancerosos, sino también por los humerosos procesos en los que su
actividad se ve implicada en el avance de las caracteristicas distintivas del cancer (Luis et

al., 2022). Por lo tanto, desde hace poco méas de dos décadas ha comenzado una carrera
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imparable por encontrar inhibidores de su actividad candnica, para ello las principales
postulaciones giran en torno a péptidos provenientes de venenos animales, anticuerpos, y
moléculas pequefas (Loza-Huerta et al., 2021; Toplak et al., 2021).

Dentro de los péptidos provenientes de venenos animales se han postulado péptidos
extraidos de venenos de aracnidos (Ma et al., 2018), serpientes (Boldrini-Franca et al., 2020),
e incluso de anémonas (Moreels et al., 2017) y, pese a que han demostrado tener gran
especificidad al canal y un efecto antitumoral relevante, la postulacion de dichos péptidos a
nivel clinico se dificulta en el proceso de sintesis y plegamiento, especialmente en péptidos
de cadena larga (Lewis & Garcia, 2003). Por otra parte, los anticuerpos especificos para
bloquear el poro del canal han presentado resultados prometedores (Gémez-Varela et al.,
2007; Hartung et al., 2011) al igual que los nano-anticuerpos (Hartung et al., 2020).

De acuerdo con Toplak y colaboradores (2021), se ha identificado un gran
namero de moléculas pequefias que actian como inhibidores de la actividad del canal Kv10.1
mediante la interaccion con sitios como la region formadora del poro: Tetraetilamonio,
ICA105574, Quinidina, Astemizol, Clofilio, LY97241, Imipramina, Dronedarona, Cloroquina,
Haloperidol, MK-499, Dofetilida, Cisaprida, E4031, Terfenadina, Tetrabutilamonio; o con el
dominio sensor de voltaje (S1-S4): Mibefradil, Amiodarona, analogo No. 5 de Purpurealidina
y 20(S)-gingsenoside Rg3; la regidon C-linker: Tetrandrina, Procianidina y en el dominio PAS:
Clorpromazina.

Y aunque la inhibicion de la actividad del canal mediante las moléculas anteriormente
mencionados ha demostrado reducir la tasa de crecimiento tumoral, aun existen retos por
afrontar. Esto se debe a que las moléculas inhibidoras del canal Kv10.1, también pueden
afectar la actividad del canal Kv1l.1 (hERG), el cual presenta un enorme parentesco
estructural con el canal Kv1l0.1 y se encuentra estrechamente involucrado en la
repolarizacién de potenciales de accién cardiacos (Priest et al., 2008), por lo que su uso y
las dosis en clinica deben tomarse con precaucién ya que podrian desencadenarse arritmias

cardiacas dependiendo de la distribucién asi como de los mecanismos de absorcion.

1.6.2. Técnicas de screening

Durante las ultimas décadas el estudio de canales idnicos ha adquirido mayor relevancia por

lo que también se han desarrollado diferentes técnicas de screening dentro de las cuales se
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encuentran: 1) ensayos de union a radio ligando, 2) ensayo de flujo de iones, 3) ensayos de
fluorescencia indicativos de cambios en el potencial de membrana (Fermini, 2008).

Los ensayos de unién a radio-aligando se disefaron en la década de los 60’s y
consisten en el uso de un ligando de alta afinidad etiquetado con un marcador radiactivo (o
radio-ligando) que se une al sitio de interés del canal idnico, de manera que si el ligando no
marcado desplaza al radio-ligando significa que el primero compite por el sitio de union al
canal y por tanto presenta mayor afinidad. Si bien esta técnica puede resultar informativa de
los sitios de unidn, también tiene limitaciones en lo que respecta a la identificacion de
cambios funcionales en el canal debido a que no distingue agonistas de antagonistas vy,
ademas, puede llegar a modificar la actividad del canal.

Por su parte, los ensayos de flujo de iones consisten el uso de isétopos radiactivos
(22Na*, sCa?*, #Rb*) selectivos para los canales i6nicos de interés. Para ello las células que
sobre expresan los canales iGnicos en cuestion se incuban en un buffer con alguno de los
isétopos radiactivos mencionados y posteriormente se hace un conteo de los is6topos que
se internalizaron en la célula de manera que es posible cuantificar cambios en la
permeabilidad de los canales dependiendo de los tratamientos a los que se expongan. Parte
de las desventajas de este método reside en la baja resolucién de los resultados (Yu et al.,
2016).

Los screenings o tamizajes primarios de fluorescencia de alto rendimiento, se basan
en el marcaje de cambios en el PMR, asi como en los cambios en la concentracion
intracelular ibnica mediados por la actividad de los canales i6nicos de interés en poblaciones
homogéneas de células (HEK293, CHO). En el caso especifico de los screenings en canales
de potasio, se utilizan marcadores sensibles a talio (TI*); de manera que el TI* se internaliza
a través del poro de los canales de potasio tras inducir su activacion con altas
concentraciones de K*y FLIPR de potencial de membrana (FLIPR-MP). El FLIPR-MP es un
marcador patentado por Molecular Devices que ha demostrado reducir el ruido en las

mediciones, asi como el tiempo de incubacion requerido (Fairless et al., 2013; Yu et al., 2016)

1.6.3. Nuestros screenings en el LaNCa

En el Laboratorio Nacional de Canalopatias se han corrido tamizajes primarios de
fluorescencia de alto desempefio para la busqueda de moduladores de la actividad del canal

Kv10.1. Dicho abordaje se ha llevado a cabo a través de ensayos de fluorescencia sensibles
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a talio (TI* ion que puede moverse a través de canales permeables a K*), lo que permitio a
Loza-Huerta y colaboradores describir a la loperamida como un inhibidor del canal Kv10.1
(Loza-Huerta et al., 2021). Méas recientemente se han comenzado a utilizar ensayos de
fluorescencia asociados a cambios en el potencial de membrana y los cuales han mostrado
resultados prometedores (Gomez-Herrera et al., 2023).

Dentro de las moléculas evaluadas, el penfluridol disminuyé la intensidad de
fluorescencia en células HEK-Kv10.1. Tal como se puede observar en la figura 3, las células
HEK-Kv10.1 en la situacion control (marcado en negro) mostraron un aumento en la sefal
de fluorescencia cuando eran estimuladas con alto potasio (60 mM KCI), en contraste las
células que fueron incubadas con penfluridol a 100 uM (marcado en rojo) la intensidad de la

sefal fue significativamente menor (P=0.0421).
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Figura 3 Resultados del screening con FLIPR de potencial de membrana en HEK-Kv10.1 A) Se muestra la
reduccién de unidades de fluorescencia tras un periodo de incubacién de 30 minutos de HEK293-Kv10.1 en
penfluridol a 100 uM y en presencia del estimulo (KCI 60 mM). B) Se muestra la primera derivada que evidencia
la tasa de cambio de las células HEK293-Kv10.1 preincubadas con penfluridol con respecto al control. C) Las
unidades de fluorescencia de las células tratadas con penfluridol mostraron una reduccion significativa (T de
Student no pareada, P=0.0421) aln en presencia del estimulo.

1.7. El antipsicotico penfluridol

El penfluridol (C2sH27CIFsNO) es un antipsicotico derivado de la difenilbutilpiperidina de
primera generacion con un logP de 7.3 lo que indica que es un compuesto muy lipofilico
(National Center for Biotechnology Information, 2023a) con un peso molecular de 524 g/mol.

Este medicamento esta indicado para el tratamiento de esquizofrenia cronica y otros
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desérdenes psicoéticos. En lo que respecta a sus caracteristicas farmacodinamicas, el
penfluridol posee una vida media de 66 horas en plasma sanguineo (Claghorn et al., 1979)
y las dosis orales semanales recomendadas oscilan entre 40 y 80 mg/Kg (Cooper et al.,
1975; Tuan & Lee, 2019).

hg
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‘ CF3
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Figura 4 Estructura quimica del penfluridol. CAS: 26864-56-2

1.7.1. Propiedades antitumorales del penfluridol

De manera adicional a su efecto como antipsicotico, en los ultimos afios, se ha identificado
la administracién localizada de penfluridol en solucion inyectable como una potencial
quimioterapia (Tuan & Lee, 2019) debido a que se ha visto que detiene la progresion del
crecimiento tumoral y metastasis. La inhibicion del crecimiento tumoral se ha evidenciado en
células de cancer de pulmén (Xue et al., 2020); en cancer de mama triple negativo in vivo e
in vitro (Ranjan et al., 2016); y en células de cancer de pancreas in vivo e in vitro (Ranjan &
Srivastava, 2016). En lo que concierne a la metastasis, esta se vio inhibida en un 76% y en
un 60% en migracién e invasividad respectivamente en cancer de mama triple negativo tras
la exposicion de penfluridol a 4 uM durante 36 h (Ranjan et al., 2015).

No obstante, ain no hay un consenso claro sobre los mecanismos de accién que
desencadenan el efecto antitumoral del penfluridol (Tuan & Lee, 2019). Algunos autores
sugieren que podria estar relacionados con diferentes blancos moleculares tales como se
muestran en la tabla 1.

Hasta el momento, dentro de los blancos moleculares que se han relacionado con
este efecto, sblo se ha encontrado un tipo de canales iGnicos que son los canales de calcio
de tipo T (Santi et al., 2002). Aunque se sugiere que el efecto inhibitorio del penfluridol sobre
dichos canales podria explicar el potencial anticanceroso dado que su inhibicién decrementa

la tasa de proliferaciébn e incrementa la tasa de muerte celular en células cancerosas
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(Dziegielewska et al., 2014), ain no se ha confirmado a nivel experimental sobre lineas

celulares cancerosas (Tuan & Lee, 2019). Y siguiendo sobre esta linea, la interaccion del

penfluridol con el canal de potasio activado por voltaje Kv10.1 no ha sido descrita aun.

Tabla 1 Posibles mecanismos que explican el efecto antitumoral del penfluridol.

Participacion de blanco en la evolucion

Interaccion sugerida Tipo celular del c4 Referencia
el cancer
Interaccion con Los DRD2 se encuentran asociados a (Tung et al.,
receptores de Dopamina  Células cancerosas de algunas de las conductas tipicas de 2022; X. Wang,
de tipo 2 (DRD2) rifnén células cancerosas tales como Wang, et al.,
proliferacion, apoptosis y autofagia. 2019)
(Dziegielewska
D - L i0 I i6 | .
Inhibicién de la actividad a Sug;eél;rl 32 t? gxfriiiliz?e?:nﬁzna ©S  etal, 2014;
de canales de Ca?* de HEK293 ) o P Tuan & Lee,
tipo T (Kd 70-100 nM) proliferacion e incrementaron la tasa de ]
P muerte celular en células cancerosas. 2019; Santi et
al., 2002)

Supresion de integrinas
de tipo a6, B4, asi como
proteinas implicadas sus
vias de sefalizacion (Fak,
paxilina, Rac1/2/3 y
ROCK1)

Células de cancer de
mama triple negativo
(MDA-MB-231,
HCC1806, 4T1).

Las integrinas de tipo a6p4 se
encuentran sobreexpresadas en cancer
de mama triple negativo y se han
asociados a la progresioén de la
metastasis.

(Hwa Soung et
al., 2011;
Ranjan et al.,
2015)

Inhibicion de la liberacion
de factores de crecimiento
endotelio-vascular

Células venosas de
cordén umbilical
humano (HUVECS)

Células de cancer de
mama triple negativo
(MDA-MB-231)

La liberacion de VEGFs es fundamental
para la neovascularizacién tumoral,
puesto que es la manera en la que las
células cancerosas establecen un
suministro continuo de nutrientes que
favorecen su crecimiento.

(Srivastava et
al., 2020)

Ademas, se encontrd que el penfluridol puede actuar como un antagonista del canal hERG

(Silvestre & Prous, 2007) y pese a que se deben tomar ciertas precauciones con farmacos

de este tipo, el penfluridol ha mostrado ser un medicamento seguro y apto para utilizarse en

extenso en la practica clinica con ciertas restricciones a personas con enfermedades

cardiovasculares ya que la combinacion del farmaco con enfermedades de dicha indole,

podrian desencadenar fatalidad potencial (Taylor et al., 2021).
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2. Justificacion

Los diversos enfoques para el tratamiento del cancer han tenido aproximaciones
prometedoras, sin embargo, el cancer visto como una oncocanalopatia ofrece un area de
oportunidad interesante (Felipe et al., 2006; Prevarskaya et al., 2018), especialmente si nos
enfocamos en el canal Kv10.1 que se sobreexpresa en un 70% de los tipos de céncer
estudiados en clinica y cuyo papel en la progresién de las caracteristicas distintivas del
cancer es innegable (Luis et al., 2022; Ouadid-Ahidouch et al., 2016). Por esta razon, existe
un creciente interés por encontrar nuevas moléculas inhibidoras del canal Kv10.1 y pese a
que ya se ha encontrado un amplio repertorio de moléculas con dicho efecto, varias de ellas
son moléculas de accién inespecifica lo cual limita su postulacion en el area clinica.

Y dado que los tamizajes primarios con técnicas de fluorescencia que se corrieron en
el LaNCa mostraron un posible efecto inhibitorio del penfluridol sobre la actividad del canal
sobre una densidad poblacional celular relativamente grande, es necesario realizar la
caracterizacion de este efecto con experimentos electrofisioldgicos en células individuales y
gue sobre expresen el canal de manera estable. Dichos ensayos permiten observar la
actividad del canal en tiempo real y verificar si la inhibicion de las corrientes del canal de

interés esta directamente relacionada con la actividad del farmaco.
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3. Hipotesis

El penfluridol inhibe al canal oncogénico de potasio Kv10.1. Como resultado de dicha
inhibicion, algunos de los procesos celulares relacionados con la sobreexpresion del canal

se veran disminuidos.

4. Objetivo general

Evaluar, a través de experimentos de electrofisiologia, el efecto inhibidor del penfluridol
sobre la actividad del canal Kv10.1 y determinar mediante ensayos funcionales si tiene

efectos sobre procesos celulares asociados a la sobreexpresiéon de dicho canal.
4.1. Objetivos particulares

e Determinar mediante la técnica de patch-clamp si el penfluridol inhibe las corrientes
del canal Kv10.1 expresado en la linea celular HEK-Kv10.1.

e Construir la curva dosis-respuesta a partir de registros electrofisiolégicos.

e Evaluar si la modulacién del canal Kv10.1 por penfluridol puede afectar las
propiedades de viabilidad y migracion de las células HEK-Kv10.1.

e Determinar si el penfluridol modifica la morfologia de las células HEK-Kv10.1.
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5. Materiales y métodos

5.1. Cultivo celular

Para los experimentos de esta tesis se utilizaron las lineas celulares HEK293 (Human
Embrionary Kidney, por sus siglas en inglés) silvestre (WT) y la linea celular HEK-Kv10.1 la
cual expresa de forma estable el canal Kv10.1 de humano (amablemente donadas por el Dr.
Walter Stihmer y Luis A. Pardo del Max-Planck-Institute of Experimental Medicine,
Gottingen). Es importante sefialar que el PMR de las células WT es de -5.7 £ 1.0 mientras
que el de las HEK-Kv10.1 es de -44.4 + 1.5 (Gutiérrez Garcia, 2022).

El medio de cultivo para ambas lineas celulares se prepard en una proporcién de 89%
de Dubelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM) de alta glucosa (11965092, Gibco)
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (26140087, Gibco), 1% de penicilina-
estreptomicina (15140122, Gibco) y en el caso particular de HEK293-Kv10.1 se adicion6
Zeocina 3 pg/mL (R25001, Invitrogen) como antibidtico de seleccion. Ambas lineas celulares

fueron incubadas a una temperatura de 37 °C con una presion parcial de COz al 5%.

5.2. Registros electrofisiologicos: Patch-Clamp

Para los registros electrofisiolégicos, las células fueron sembradas en portaobjetos circulares
con un diametro de 12 mm previamente tratados con poli-D-lisina (MFCD00131934, Sigma
Aldrich). Los cristales con células se incubaron de 12-24 h antes de ser registradas.
Transcurrido ese tiempo, se montaron los cristales en la camara de registro, la cual se monto
en un microscopio invertido de fluorescencia (Nikon Eclipse Ti-U), con solucion extracelular
compuesta por (en mM): 137 NacCl, 5.4 KClI, 1.2 MgClz, 2 CaClz, 10 Glucosa, 10 HEPES, la
cual se ajusté a un pH de 7.4 con NaOH y con una osmolaridad de 300 £ 5 mOsm. Cabe
destacar que bajo estas condiciones experimentales el potencial de equilibrio tedrico para el
ion K* es de -83 mV.

Los registros se realizaron a temperatura ambiente (18-25 °C) con la técnica de patch-
clamp en la configuracién de fijacion de voltaje (voltage-clamp) en la modalidad de célula
completa (Whole-cell) a una frecuencia de muestreo de 10 kHz utilizando un amplificador
Multiclamp 700B (Molecular Devices) acoplado a un conversor analdgico digital Axon-
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Digidata 1550 (Molecular Devices). Tanto el manejo de estimulos como la recoleccion de
datos se ejecuto6 en el programa pClamp versién 10.4 (Molecular Devices).

En la figura 5 se muestran los protocolos utilizados para evaluar la corriente de K* en
las células HEK-293 WT y HEK-293 Kv10.1, en ambos protocolos se fijo el voltaje a -70 mV:
en A se muestra el protocolo IV y en B el protocolo de pulso fijjo a +50 mV; en el caso del
pulso fijo, éste se configuré para generar pulsos cada 5 s. Para la ejecucion de este
experimento se utilizaron pipetas de borosilicato (IB12F-4, Kwik-Fill) con resistencias de entre
2-5 MQ llenas de solucién intracelular compuesta por (en mM): 140 KCI, 1 MgClz, 10 EGTA,
10 HEPES. Esta solucién se ajusté a un pH de 7.4 con KOH y presenté una osmolaridad de
300 + 5 mOsm. Tanto para el protocolo de pulso fijo como el de IVs, la corriente fue
cuantificada en los ultimos 2 ms de pulso de voltaje, y este valor de corriente graficado en

funcion del tiempo o voltaje, respectivamente.

A B
A0 mV

+50 +50

-70 mV -70 mV
-100

250ms 250ms

Figura 5 Protocolos utilizados para la obtencidn de registros de corrientes de K* con la técnica de patch-clamp:
En A se presenta un protocolo IV que consiste en la fijacion de voltaje a -70 mV seguido por 16 pulsos de voltaje
con una duracién de 250 ms cada uno y que van desde -100 mV hasta +50 mV espaciados por un A10, al término
de cada pulso el voltaje regresa a -70 mV; en B se muestra el protocolo de pulso fijo el cual consiste en la fijacion
del voltaje a -70 mV con una duracién de 150 ms seguido por un pulso a +50 mV con una duracién de 250 ms,
al término del pulso el voltaje regresa a -70 mV durante 150 ms.

5.2.1. Construccion de curva de dosis-respuesta

Las células se mantuvieron en solucion extracelular durante todo el tiempo de registro. Para
cada célula se obtuvieron las corrientes generadas a partir del protocolo IV y pulso fijo a +50
mV, los cuales fueron utilizados para generar la grafica de 1V y el curso temporal del efecto
del compuesto respectivamente. La adicion del compuesto se realizé de manera simultanea

con el protocolo de pulso fijo +50 mV y una vez que las corrientes alcanzaron estabilidad
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durante al menos 1 min, se utilizé un sistema de perfusién por gravedad mediante el cual se
administré penfluridol (PNFL) previamente diluido en DMSO y preparado a diferentes
concentraciones (0.1, 1, 3, 10, 30 y 100 uM) en solucion extracelular. La velocidad de flujo
del equipo de perfusion es de 2.4 mL/min.

Para la construccion de la grafica dosis-respuesta se realizé un ajuste con la ecuacion
de Hill computada por el programa OriginPro 2016, la cual se muestra a continuacion:

xn
Inhibicién = Vmax (m)

En donde, Vmax €s la inhibicion maxima, x es la concentracion de la molécula ensayada y n

es el coeficiente de Hill.

5.3. Ensayos de viabilidad

La cuantificacion de la viabilidad celular se obtuvo mediante la adquisicion de imagenes de
fluorescencia. EI marcaje de células viables se realiz6 con el fluoréforo calceina-verde AM
(C34852, Invitrogen) el cual fue excitada con una longitud de onda de 470 nm y la emisién
se registré a 510 nm; por lo contrario, las células muertas o no viables, se tifieron con yoduro
de propidio (YP) (P1304MP, Invitrogen) que se excitdé con una longitud de onda de 535 nmy
se registr6 a 610 nm. La activacion de la calceina-verde se desencadena una vez que el
colorante entra en el citoplasma y las esterasas intracelulares eliminan los ésteres de
acetometilo (AM), mientras que el YP se internaliza Unicamente en células no viables que
han perdido la integridad de membrana y se activa al unirse con las bases de DNA.

La adquisicion de imagenes se llevd a cabo en el microscopio invertido de
epifluorescencia ImageXpressXL (Molecular Devices) usando un objetivo con una
magnificacion de 40x. Para la realizacién de este ensayo, se utilizaron placas de 96 pozos
previamente tratadas con matrigel (1:3) (CLS354234, Corning) en las cuales se sembraron
células HEK-WT o HEK-Kv10.1 a una densidad de 1500 células/pozo las cuales se dejaron
en incubacién durante 20y 24 h, pasado ese tiempo se afiadieron los siguientes tratamientos:
DMSO al 0.1%, TritonX-100 (NC0757899, Sigma Aldrich) al 0.1%, penfluridol a 1 pM, 100 nM
y 10 nM.

Transcurridas las 24 h y 48 h de incubacidén con los respectivos tratamientos, se

incubaron con ambos fluoréforos (calceina y yoduro de propidio) a 37°C durante 15 min en
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medio de cultivo sin SFB; pasados los 15 min, se cambio el medio por PBS a fin de reducir
la auto fluorescencia debida al rojo de fenol presente en los medios de cultivo.
El porcentaje de viabilidad se calculé6 como se muestra a continuacion y mediante la

comparacion de células vivas y muertas:

num. de células muertas

% de viabilidad = (1 - ) 100

num. de células muertas + num.de células vivas

De manera adicional, se analiz6 la morfologia celular a 24 y 48 h. Para ello, se midi6 el
cociente indicativo de la morfologia celular (CMC) en donde se tom6 como eje mayor a la

longitud mayor de la célula y el eje menor como la longitud base tal como se muestra en la

figura 6.
Eje mayor : } '
CMC = <¥>

eje menor
Figura 6 Calculo de la morfologia
celular. En rojo se muestra el eje

mayor y en azul el eje menor.
5.4. Ensayos de migracion

Los ensayos de migracion fueron evaluados a través de un ensayo de cierre de la herida el
cual consiste en cuantificar la reduccién de un area inicial a través de un proceso de
migracion celular. La adquisicion de imagenes se realizdO con el microscopio confocal
ImageXpressXL (Molecular Devices) en campo claro y con un objetivo con una magnificacion
de 20x.

Antes de plantar las células de interés, se trataron placas de 24 pocillos con matrigel
(1:3) para favorecer la adhesion. Para formar la herida se colocaron insertos de 1 mm de
ancho (#CBA-120, Cell-Biolabs) que evitan la adhesion de las células en el centro del pozo.
Las células HEK-WT y HEK-Kv10.1 se sembraron a una concentracion de 3.75x10°
células/pozo con un tiempo de incubacion de 20-24 h para favorecer la formacion de la
monocapa, transcurrido este tiempo se sacaron los insertos y se incubaron las células con

mitomicina C a 12 uM durante 3 h, la mitomicina es un agente alquilante que blogquea la
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sintesis de DNA mediante la union a citocinas y guaninas y su uso en el presente experimento
nos permite descartar el componente de replicacion involucrado en la migracion celular.

Al terminar el periodo de incubacion con mitomicina, se adicionaron los tratamientos
indicados a continuaciéon y tomando como base el medio especifico para cada linea celular:
penfluridol 1 uM, DMSO 0.1%, DMEM-FBS 10%. El tamafio de la herida se evalu6 a las 0,

24,y 48 h. El recambio de los tratamientos se realizé cada 24 h.

El calculo del porcentaje de apertura de la herida se realiz6 como se muestra a continuacion:

, area 24h

% apertura de la herida,,, = (area on ) +* 100
, area 48h

% apertura de la herida,g, = (érea on ) * 100

5.5. Moléculas

Para el desarrollo del presente proyecto se utilizé penfluridol (C2sH27CIFsNO) (P3371-50MG,
Sigma Aldrich) enscuya solucién stock se prepardé a 100 uM en DMSO y se almaceno a -
20°C. Las concentraciones ensayadas se diluyeron en solucién extracelular normal en un
rango de concentracion de 0.1-100 uM. El tiempo de preparacién en solucién no rebasé los

6 meses para fines experimentales.

5.6. Analisis estadistico y procesamiento de imagenes

Los andlisis estadisticos se corrieron en Graph Prisma 9.0, en donde los datos obtenidos se
sometieron a pruebas de normalidad de Shapiro Wilks y dependiendo de la distribucion de
los datos se procedio a realizar las siguientes pruebas estadisticas: Para la comparacion de
dos grupos con datos no pareados se corrieron pruebas de T de student; para la comparacion
de dos grupos pareados se corrieron pruebas de T pareadas; para la comparacion de
proporciones se corrieron pruebas de ANOVA de una via. Para los datos que no presentaron
distribucion normal, se corrieron pruebas de Mann Whitney. El efecto fue estadisticamente

significativo cuando se obtuvo un valor de p<0.05.
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En lo que respecta a las imagenes de microscopia, se analizaron, procesaron y se extrajeron

los datos con Fiji: ImageJ version 1.53.

6. Resultados

6.1. Experimentos de electrofisiologia: Patch-clamp

A diferencia de los screenings masivos previamente realizados mediante técnicas de
fluorescencia con el Kit FLIPR que mide cambios en el potencial de membrana, la técnica de
patch-clamp es considerada una técnica “gold standard” para la caracterizacién de corrientes
generadas por la apertura de canales iénicos (Hille, 2001), por lo que nos permite determinar

el efecto directo del farmaco sobre la actividad del canal Kv10.1 en tiempo real.

6.1.1. La cinética de las corrientes registradas en las células HEK-Kv10.1
se debe a la actividad del canal Kv10.1

En la figura 7 se pueden apreciar registros representativos obtenidos a través de la aplicacion
del protocolo IV en las células HEK-WT (7A) y las HEK-Kv10.1 (7B). En la figura 7C se
observa la grafica comparativa de la amplitud de las corrientes con respecto al voltaje (1V) en
donde la amplitud de corriente registrada a +50 mV en las células HEK-WT es de 0.12 + 0.08
nA (n = 3) mientras que la de las células HEK-Kv10.1 fue de 8.3 + 1.8 nA (n = 3) por lo que
se puede asegurar de que las HEK-Kv10.1 expresan de forma estable y funcional al canal
Kv10.1.

6.1.2. El penfluridol inhibe las corrientes del canal Kv10.1

En la figura 8A se aprecia el curso temporal resultante de la aplicacion de los pulsos fijos a
+50 mV en las células HEK-Kv10.1 en la situacion control y en presencia de dos
concentraciones de PNFL (1 y 100 uM). Se observa que el PNFL es capaz de producir una
inhibicién de las corrientes de manera dosis-dependiente, es decir, existe una mayor
inhibicion mientras mas concentrado estuviera el PNFL; siendo la concentracion de 100 pM
en donde se obtuvo una inhibicién de ~93% (n = 4), asi mismo, es pertinente mencionar que
la corriente no se recupero tras la realizacion del lavado. En la figura 8B se observa la
disminucién de la corriente en cada una de las condiciones mencionadas de la figura 8A.
En la figura 8C-D se muestran las familias de corrientes en control (8-C) y bajo el
efecto de PNFL a 100 uM (8-D) sobre las corrientes generadas en las células HEK-Kv10.1,

en donde se evidencia una fuerte reduccion de la amplitud de corriente en presencia del
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farmaco. Los puntos anteriormente descritos se pueden apreciar en la grafica IV (Fig. 8-E),
donde se confirma que el PNFL a 100 uM inhibe la actividad de Kv10.1 y no es posible
recuperar su actividad mediante lavados.

A B
HEK WT HEK-Kv10.1

100 ms 100 ms

g ] —=— HEK-KV10.1
1 —e— HEK-WT

-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
V(mV)

Figura 7 Familia de corriente idnicas en las lineas celulares HEK-WT y HEK-Kv10.1. En A se muestran los
trazos de una célula HEK-WT y tal como se puede observar, la amplitud de corriente es casi nula con respecto
a la figura B que corresponde a los trazos de un registro de HEK-Kv10.1. En C se muestra la comparacion de la
amplitud de corriente entre las HEK-WT (rojo; n = 3) y las HEK-Kv10.1 (negro; n =3) con respecto al voltaje
(IV); los datos representan el promedio + el error estandar.

Dado que la respuesta del penfluridol fue dosis-dependiente, se registré el porcentaje de
inhibicion a diferentes concentraciones (100 nM, 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM y 100 uM) para

construir la curva dosis-respuesta mostrada en la figura 9. Con los datos obtenidos, se realizé
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un ajuste con la ecuacion de Hill en donde se encontré una ICso de 2.7 £ 0.3 uM y un
coeficiente de Hill de 0.63 + 0.03.

1 uM PNFL
A 1 uMPNFL B
100 uM PNFL
©
3 nAI
4 50 ms
0 L] I L] I T I -— V_
0 2 4 6 8
t (min)

2 nA|

50 ms

m

1.0 -

08 ] —&— CTRL
%06 —&— PNFL
£,,] ® Lavado
=02

0.0

rFrrr - T1r T r - 1r 1 1 'l
-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60
V (mV)
Figura 8 Efecto de PNFL sobre las corrientes generadas por el canal Kv10.1. En A) Se muestra el curso temporal
de las corrientes Kv10.1, donde se aprecia la reduccion gradual de la corriente tras el inicio de la aplicacion de
PNFL a 1 uM seguido por la aplicacion de PNFL a 100 uM, para finalizar con el lavado. B) Se muestran los
trazos resultantes del protocolo de pulso fijo a +50 mV a partir de los cuales se graficd el pulso temporal. Los
colores corresponden a los tratamientos sefialados con los mismos colores que en A. En C y D) se muestran la
familia de corrientes Kv10.1 en la situacién control y en presencia del farmaco (100 uM), respectivamente. E)
Graficas 1V de las corrientes normalizadas Kv10.1 en control (negro), en presencia de PNFL 100 pM (rojo) y
lavado (azul) (n =3 para cada tratamiento); los datos representan el promedio + el error estandar.
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6.1.3. El efecto inhibitorio del PNFL no se recupera durante el lavado

Como se puede observar en la figura 9 (A-B) el efecto del PNFL sobre las corrientes del
canal Kv10.1 es bastante lento de tal manera que el efecto total se estabilizo
aproximadamente 10 minutos después de iniciar con el suministro del farmaco, y
adicionalmente, no se percibié la recuperacion de las corrientes tras hacer un lavado
prolongado de alrededor de 5 min con solucion extracelular. En la figura C se observan las

gréficas resultantes (n = 3) del protocolo IV y nuevamente se confirma lo descrito con

anterioridad.
A B
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Figura 9 El efecto del PNFL (1 uM) sobre la corriente de las células HEK-Kv10.1 persiste ain después del
lavado. En A se aprecia el curso temporal y cdmo disminuye la corriente en un tiempo prolongado de alrededor
de 15 min; en B se observan los trazos resultantes del protocolo de pulso fijo a +50 mV, en rojo se muestra el
momento de aplicacion del PNFL y en azul el lavado; en C se muestran. Graficas IV de las corrientes Kv10.1
en control (rojo), en presencia de PNFL 1 pM (rojo) y lavado (azul) (n =3 para cada tratamiento); los datos
representan el promedio + el error estandar.
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6.1.4. Construccién de Curva Dosis-Respuesta

Si bien en la figura 9 se observd que el efecto de PNFL a 1 pM puede resultar bastante
potente tras un tiempo de exposicion prolongado de 10 minutos, por cuestiones
experimentales para la construccion de la curva dosis-respuesta se redujeron los tiempos de
registro a 100 s. Este tiempo se definid a partir del tiempo que tarda una concentracion
saturante de PNFL (100 uM) en llegar a su efecto maximo.

100 - Figura 10 Curva dosis-respuesta del
efecto de penfluridol sobre el canal
] Kv10.1. Cada punto representa una n
+ > 4 y con un tiempo de respuesta
isécrono de 100 s. La linea roja
representa el ajuste con la ecuacion de

; Hill. R*2=0.99583

80 +

60

o ;
bt

0

Inhibicién (%)
—o—

1 1 1 1
1E-7 1E-6 1E-5 1E-4
Penfluridol [M]

6.2. Viabilidad: Marcaje con doble fluorescencia

Los ensayos de viabilidad resultan fundamentales para conocer si las concentraciones bajo
las que se prueba el farmaco son citotoxicas dentro de los rangos de tiempo establecidos en
los ensayos funcionales, de manera que ayuda a eliminar variables como la muerte celular
en los ensayos realizados en la presente investigacion.

De acuerdo con la informacion recabada con los experimentos de patch-clamp, los
registros electrofisiologicos sugieren que el PNFL tiene efectos potentes sobre la actividad
del canal Kv10.1 a concentraciones bajas y con un tiempo de incubacion prolongado, por lo
gue resulta conveniente establecer la concentracion de 1 uM como la concentracion mas alta
para ensayos funcionales tales como viabilidad y migracion los cuales consideran un tiempo

de incubacion prolongado que va de 24 a 48 h.
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6.2.1. El penfluridol no es citotoxico en HEK-WT ni en HEK-Kv10.1 a 1 uM

En las figuras 10, 11, 12, y 13 se aprecian las imagenes representativas de los experimentos
de viabilidad celular ejecutados por marcaje de doble fluorescencia (Calceina-verde AM y
YP), tanto en células HEK-WT como en HEK-Kv10.1, bajo diferentes condiciones
experimentales a las 24 y 48 h. En ambas células, las condiciones experimentales incluyeron
la situacion control, DMSO (0.1%), el control de células muertas fue inducido por la adicion
de tritén (0.1%), y PNFL (0.01, 0.1 y 1 uM). Como se puede apreciar en la cuantificacion
presente en la figura 14, no se presentaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar las medias del control con respecto al tratamiento con PNFL a 1 uM, ni en HEK-
WT ni en HEK-Kv10.1 a las 24 h. Pese a que la comparaciéon de medias de control y
penfluridol a 1 uM en HEK-Kv10.1 a las 48 h resultdé ser significativa, el efecto sobre la
viabilidad fue minimo.

Durante la ejecucion de los ensayos de viabilidad y como se puede observar en las
figuras 10-13, se observan cambios en la morfologia en las células HEK-Kv10.1 en presencia
del penfluridol, por lo que se llevé a cabo el calculo y analisis de los cambios en el CMC en
HEK-WT, asi como en HEK-Kv10.1.
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DMSO 0.1% CTRL

Triton-X-100
0.01%

PNFL 1 uM

PNFL 100 nM

Campo claro C-AM-V YP Merge

Figura 11 Resultados de ensayo de viabilidad por marcaje con doble fluorescencia en HEK-WT a las 24 h. Las
células marcadas en verde (C-AM-V) representan las células vivas y las células marcadas en color rojo (YP)
representan las células muertas. Como se puede observar, tanto el control de vivas (CTRL) como el control de
muertas (Triton X-100) presentaron valores acordes con lo establecido y ninguno de los tratamientos con PNFL
mostro niveles de citotoxicidad considerables. La barra de escala = 100 pum.
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Figura 12 Resultados de ensayo de viabilidad por marcaje con doble fluorescencia en HEK-WT a las 48 h. Las
células marcadas en verde (C-AM-V) representan las células vivas y las células marcadas en color rojo (YP)
representan las células muertas. Como se puede observar, tanto el control de vivas (CTRL) como el control de
muertas (Triton X-100) presentaron valores acordes con lo establecido y ninguno de los tratamientos con PNFL
mostro niveles de citotoxicidad considerables. La barra de escala = 100 pum.
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HEK-Kv10.1 24 h

\ ...

Campo claro C-AM-V Merge

CTRL

DMSO 0.1%

Triton-X-100

PNFL 1 pM

PNFL 100 nM

Figura 13 Resultados de ensayo de viabilidad por marcaje con doble fluorescencia en HEK-Kv10.1 a las 24
h. Las células marcadas en verde (C-AM-V) representan las células vivas y las células marcadas en color
rojo (YP) representan las células muertas. Tanto el control de vivas (CTRL) como el control de muertas
(Triton X-100) presentaron valores acordes con lo establecido y ninguno de los tratamientos con PNFL
mostro niveles de citotoxicidad considerables. La barra de escala = 100 pum.
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HEK-Kv10.1 48 h

DMSO 0.1% CTRL

Tritén-X-100
0.01%

PNFL 1 pM

PNFL 100 nM

Campo claro C-AM-V Merge

Figura 14 Resultados de ensayo de viabilidad por marcaje con doble fluorescencia en HEK-Kv10.1 a las 48 h.
Las células marcadas en verde (C-AM-V) representan las células vivas y las células marcadas en color rojo (YP)
representan las células muertas. Como se puede observar, tanto el control de vivas (CTRL) como el control de
muertas (Triton X-100) presentaron valores acordes con lo establecido y ninguno de los tratamientos con PNFL
mostro niveles de citotoxicidad considerables. La barra de escala = 100 pum.
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6.3. El Penfluridol modifica el cociente indicativo de la morfologia celular en HEK-Kv10.1
con una respuesta dosis-dependiente.

Los cambios en la morfologia celular pueden ser indicadores de la remodelacion de
componentes estructurales tales como la actina o proteinas de adhesion celular que estan
estrechamente implicados en procesos celulares y que pueden promover la adquisicién de
un fenotipo canceroso con mayores tasas de invasividad (Mousavikhamene et al., 2021a).
Es por esta razén que se evaluaron las modificaciones en el CMC (eje mayor/eje menor)
para cada uno de los tratamientos, en donde las células con un CMC con valores cercanos
a 1 corresponden a una forma redondeada, las células con un valor >1 y <3 se aproximan a
una forma epitelial y aquellas con un CMC >3 presentan una morfologia tipica de las células
mesenquimales (Rojas-Sanchez et al., 2021).

En la figura 15 al contrastar la morfologia de las HEK-WT con las HEK-Kv10.1, se
aprecia que el morfotipo las células HEK-Kv10.1 se encuentra mas readondeado como
consecuencia de la expresion estable del canal. También se puede observar que las células
HEK-WT no presentaron cambios en su morfologia en presencia del PNFL y que en el caso
de las células HEK-Kv10.1 se obtuvo un morfotipo mas redondeado en presencia del PNFL,

ademas es posible notar que dicho efecto es consistente a las 24 y 48 h.
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En la figura 16, el calculo y cuantificacién del CMC denotan la ausencia de cambios
morfolégicos en HEK-WT como consecuencia de la exposicion a PNFL, mientras que en las
HEK-Kv10.1 se observo un desplazamiento significativo del CMC hacia valores cercanos a
1 tanto a las 24 h como a las 48 h de incubacion.

CTRL PNFL 10 nM PNFL 100 PNFL 1 pM

HEK-Kv10.1

Figura 16 Imagenes de campo claro (40x) y cuantificacion del CMC. Se observan que las células HEK-WT no
presentaron cambios morfoldgicos a simple vista en funcién de los diferentes tratamientos ni a las 24 ni a las 48
h; no obstante, en el caso de HEK-Kv10.1 es posible observar que las células adquirieron una morfologia méas
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redonda conforme aumentd la concentracion de PNFL, este efecto se observa a las 24 y 48 h. La linea blanca
representa la escala = 100 uM.

HEK-WT HEK-Kv10.1
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Figura 17 Cuantificacion de cambios en el CMC celular en HEK-WT y HEK-Kv10.1. A la izquierda se
muestran los cambios morfoldgicos en las células HEK-WT, las cuales no presentaron modificaciones en
funcion de la concentracion de pefluridol A la derecha, la cuantificacion en las células HEK-Kv10.1 muestran
de manera consistente que en presencia de PNFL a 1 uM las células modificaron su morfologia con respecto al
control (P24n481<0.0001) asi como en 100 nM a las 48h (P=0.0007). ANOVA de una via con post hoc de Dunnet,
comparaciones maltiples con respecto al control, ****P<0.0001, ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05. Los datos
representan el promedio + el error estandar. La n es de 80 células por condicidn.

6.4. Migracion: Ensayo de la herida
Los procesos de migracion en un entorno tipico del cancer se definen a partir dos
componentes que contemplan la proliferaciébn descontrolada en conjunto con la migracién
celular. No obstante, los ensayos de migracion realizados tienen por objeto evaluar
Gnicamente la capacidad de migracion celular mediante la reduccién del area de la herida

inicial en un monocapa celular en funcién de los tratamientos en cuestion.

6.4.1.El Penfluridol reduce la tasa de migracion asociada a la expresion del
canal Kv10.1

En la figura 17 se muestran las imagenes resultantes de los experimentos de cierre de la
herida en las células HEK-WT y se observa que el avance de la migracion (marcado con la

linea punteada en negro) no presento diferencias considerables al comparar el control con
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el tratamiento de PNFL a 1 pM, ni el control con DMSO. Mientras que en la figura 19, es
posible observar que en el caso de las HEK-Kv10.1 la apertura de la herida se redujo en el
tratamiento control a las 48 h.

La cuantificacion del porcentaje de apertura de la herida que se muestra en la figura
20 confirma los hallazgos descritos con anterioridad, en donde se muestra que en HEK-WT
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el control y el tratamiento
con PNFL ni a las 24 ni a las 48 h; en el caso de las HEK-Kv10.1 se presentaron diferencias
significativas (P<0.0001) al comparar el control con PNFL a 1 uM, en donde el PNFL redujo
la tasa de migracion en aproximadamente un 24%; y pese a que pareciera que el tratamiento
con DMSO (0.1%) alent6 ligeramente el cierre de la herida en esta linea celular, no
encontraron diferencias significativas al comparar con el tratamiento control (P24h=0.3430,
P48h=0.1428) por lo que se descartan alteraciones en la migracion por el uso del vehiculo y
el efecto visto se le puede atribuir meramente al farmaco.

Sin embargo, es importante sefialar que dado que se encontré un efecto ligero del
PNFL sobre la migracion no se presentaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar el tratamiento de DMSO con PNFL ni a las 24 h (P=0.0774) ni a las 48 h
(P=0.0717).
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Figura 18 Ensayo de la herida en las células HEK-WT. Iméagenes en campo claro (20x). Las lineas puntadas

en blanco marcan la herida inicial y las lineas punteadas en color negro indican el avance del cierre de la herida

alas 24y 48 h. Como se puede observar, las células HEK-WT no presentaron diferencias en la tasa de migracion

en presencia del PNFL a 1 uM.
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Figura 19 Ensayo de la herida en las células HEK-Kv10.1. Imagenes en campo claro (20x). Las lineas puntadas

en blanco marcan la herida inicial y las lineas punteadas en color negro indican el avance del cierre de la herida
alas 24y 48 h. Como se puede observar, las células HEK-Kv10.1 presentaron diferencias en la tasa de migraci

en presencia del PNFL a 1 puM.
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Figura 20 Cuantificacion del porcentaje de apertura de la herida. La cuantificacion de la apertura de migracion
indica que la tasa de migracion no se ve afectada por PNFL en las células HEK-WT (A, B), pero si se ve
modificada en el caso de las células HEK-Kv10.1 (C, D). Prueba T de student no pareada **P<0.001, y ****
P<0.00001. Los datos representan el promedio + el error estandar.
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7. Discusion

Anteriormente en el LaNCa, mediante un ensayo de fluorescencia de alto desempefio se
identifico al farmaco loperamida y la amitriptilina como inhibidores del canal Kv10.1 (Loza-
Huerta et al., 2021), lo que dio pie a continuar con tamizajes primarios mediante técnicas de
fluorescencia de alto desempefio. De manera que, se validd la busqueda de nuevos
moduladores de canales ionicos, especificamente del canal Kv10.1 a partir de técnicas de
fluorescencia asociadas a cambios en el potencial de membrana. En este tamizaje se dilucido
por primera vez y de manera indirecta el papel inhibitorio del PNFL sobre la actividad del
canal Kv10.1 (Gémez-Herrera, 2023).

En el presente proyecto se estudio el efecto inhibitorio del PNFL, un antipsicético
derivado de la difenilbutilpiperidina de primera generacion recetado habitualmente para el
tratamiento de esquizofrenia, sobre la actividad del canal de potasio activado por voltaje
Kv10.1, el cual se encuentra sobre expresado en tejidos cancerosos y cuya actividad
promueve la progresion de procesos celulares considerados como Hallmarks del cancer. La
inhibicion de la corriente se evalué mediante ensayos de electrofisiologia con patch-clamp,
mientras que el impacto sobre aspectos funcionales se evalué mediante ensayos de
viabilidad y migraciéon llevados a cabo por técnicas de fluorescencia y microscopia
respectivamente.

Aunado a esto, numerosos estudios han destacado el efecto antitumoral del PNFL en
diferentes tipos de cancer tales como en cancer de pulmén (Xue et al., 2020); en cancer de
mama triple negativo (Ranjan et al., 2016); en cancer de pancreas (Ranjan & Srivastava,
2016); cancer de vesicula (Hu et al., 2022); entre otros. No obstante, pese a que ya se ha
postulado como una potencial quimioterapia, no hay un consenso general que explique por
completo la causa de la reduccién de masa tumoral, asi como el decremento de las tasas de
proliferacion.

Algunas de las interacciones moleculares del farmaco que ofrecen una explicacion al
respecto son: la interaccidn con receptores de dopamina de tipo 2 (DRD2) (Tung et al., 2022);
la inhibicion de la actividad de canales de Ca?* de tipo T (Tuan & Lee, 2019); la supresion de
integrinas de tipo a6, B4 (Hwa Soung et al., 2011) y la inhibicion de la liberacion de factores
de crecimiento endotelio-vascular (Srivastava et al., 2020).
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Al hacer registros electrofisiologicos, se confirmd que el PNFL inhibe la actividad del
Kv10.1 en un modo dosis-dependiente con una ICso de 2.7 £ 0.3 uM en HEK-Kv10.1, la cual
podria reducirse ain mas al considerar tiempos de registro prolongados de entre 10 y 15
minutos, y en contraste con otros inhibidores reportados por Toplak y colaboradores (2021),
la ICso calculada para PNFL se encuentra por debajo de la media de otros inhibidores, por
ejemplo: TEA: 28 + 13 mM; astemizol: 2.8 £ 0.1 uM; imipramida: 40.2 £ 0.1 uM; MK-499: 43.5
+ 4.7 puM; dofetilida: 29.6 = 1.1 pyM; cisaprida: 11.9 = 1.2 pM; entre otros) lo que permite
resaltar la potencia del farmaco como un antagonista del canal Kv10.1.

Como se mencioné con anterioridad, el PNFL también es capaz de inhibir la actividad
de otros canales como son los canales de calcio de tipo T (Kd=72-110 nM) (Santi et al.,
2002a); asi mismo, en 2007 se reportd al PNFL como un antagonista in vitro del canal hERG
con una ICsp de 109.9 + 10.3 nM, que ademas redujo notablemente la union del hERG con
el astemizol en un 102% cuando se probaron ambos compuestos simultaneamente a 10 uM
(Silvestre & Prous, 2007) lo que indica una posible alta afinidad al filtro selector de K* (Asai
et al., 2021). Esto ultimo sugiere que la afinidad del PNFL por el dominio formador de poro
del canal Kv10.1 podria ser sumamente elevada ya que tanto el canal hERG como el Kv10.1
comparten la composicion estructural de dicho dominio y pese a que el PNFL es un
antagonista potente del canal hERG, este no se ha retirado del mercado debido a que su
administracion y vias de distribucién disipan el riesgo de desarrollar arritmias cardiacas
(Taylor et al., 2021).

Un aspecto de relevancia que se observé en los experimentos de patch-clamp fue que
el tiempo de respuesta es bastante lento a comparacion de otros inhibidores como el
astemizol, es decir, para ver el efecto completo del farmaco sobre las corrientes se requieren
registros prolongados y, por otro lado, la nula recuperacién de la actividad del canal tras
realizar lavados de entre 5y 10 min a parte del hecho de que se trata de un farmaco de alta
lipofilicidad (logP 7.3), nos lleva a pensar que probablemente las moléculas de PNFL se
internalizan y bloquean el canal en la region intracelular, de manera que el flujo de lavado es
incapaz de revertir el efecto.

Hasta el momento sélo se conocen 3 farmacos que actian como antagonistas del
canal desde la region intracelular: tetrandrina y procianidina, que se unen al C-linker (Wang
et al., 2019), y la clorpromazina, un antipsicético de cuarta generacion altamente lipofilico

con un logP de 5.2 (NCBI, 2023) que reduce la amplitud de corriente del canal Kv10.1
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mediante la unién con el dominio PAS (Wang et al., 2020). Sin embargo, aunque parezca
tentador pensar que alguno de estos sitios podria ser el sitio de unién mediante el que actia
el PNFL, no se puede aseverar este hecho hasta hacer docking molecular o bien, resonancia
de plasmon de superficie a fin de identificar los sitios de interaccion del PNFL con el canal.

En relacion a las concentraciones utilizadas en el desarrollo de experimentos
funcionales, se utiliz6 1 uM como la concentracion mas alta, la cual es comparable con 52
ng/mL (o bien, 0.1 puM) que corresponde a la concentraciébn en plasma reportada 12 h
después de haber suministrado 1.7 mg/kg en clinica (Cooper et al., 1975) y pese a que la
concentracion utilizada experimentalmente es 10 veces mayor a la reportada, esta se justifica
en los tiempos de incubacién que fueron relativamente cortos en contraste con la vida media
del PNFL (66 h), ademés de que la misma no rebasa la LD50 de 86.8 mg/kg reportada en
ratones (Janssen et al., 1970).

En lo que respecta a los ensayos de viabilidad, se encontré que el PNFL no afecté la
viabilidad celular en ambas lineas celulares (HEK-WT y HEK-Kv10.1), de manera que la
inhibicién de la actividad del canal con PNFL a 1 uM no tuvo efectos citotoxicos. Sin embargo,
si se encontraron cambios morfolégicos como consecuencia de la inhibicién del canal bajo
los efectos del PNFL en HEK-Kv10.1 en donde se identificé un desplazamiento significativo
del CMC hacia valores mas cercanos a 1 conforme se incremento la concentracion de PNFL,
siendo la concentracion de 1 uM la que presenté valores de 1.17 + 0.14 a las 48 h, es decir,
adquirieron un morfotipo redondeado en contraste con las células control que presentaron
un CMC de 1.8 + 0.4 y por lo tanto, una morfologia mas alargada, cabe destacar que este
resultado se debe tomar tan s6lo como un primer acercamiento a las posibles modificaciones
estructurales tras la exposicion al PNFL, ya que el CMC de las HEK-Kv10.1 ya se encuentra
modificado con la expresién estable del canal.

Las modificaciones en la morfologia celular sugieren que las HEK-Kv10.1 perdieron
su polaridad al inhibir la actividad del canal Kv10.1 con PNFL. Aunado a esto, en los
experimentos de migracion, se encontré que el PNFL a 1 uM en las HEK-Kv10.1 redujo en
aproximadamente un 24% la tasa de migracion tras 48 h de exposicion con respecto al
control. Por otro lado, no se encontraron diferencias entre el DMSO y el PNFL en esta linea
celular debido a que el efecto del PNFL fue menor de lo esperado dado que la concentracion
gue se utilizé fue relativamente baja como para actuar sobre la poblacién total de canales
Kv10.1 de un total de 3.75x10° células/pozo.
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Tomando lo anterior en consideracion podriamos pensar que tanto los cambios
morfolégicos como en la capacidad de migracién pueden ser resultado de la participacion de
elementos estructurales a nivel celular tales como la actina, o proteinas de adhesion celular,
las cuales sufren de remodelaciones especificas durante el desarrollo de procesos
carcinogénicos y de aquellos asociados a las Hallmarks del cancer cuya actividad se
encuentra estrechamente relacionada con la expresion funcional del canal Kv10.1 (Luis et
al., 2022).

Un suceso crucial que determina el desarrollo de un fenotipo invasivo es el proceso
de transdiferenciacién conocido como transicién epitelio-mesénquima (EMT por sus siglas
en inglés Epithelium Mesenquimal Transition). Durante la EMT, las células epiteliales pasan
de un estado inmovil con uniones estrechas entre si mismas y la matriz extracelular que
preserva la polaridad apical-basal a un estado mesenquimal que, de acuerdo con diferentes
autores (Fares et al., 2020; Yang et al., 2020), se caracteriza por la adquisicion de un fenotipo
alargado y parecido al de los fibroblastos: 1) remodelacion del citoesqueleto 2) pérdida de la
polaridad apical-basal 3) debilitacion de adhesion célula-célula 4) remodelacién de la
adhesién matriz-célula 5) individualizacion celular 6) establecimiento de polaridad direccional
7) incremento en la capacidad de migracién e invasividad.

Desde el punto de vista de EMT y acuerdo con los resultados obtenidos, la inhibicion
de la actividad del canal Kv10.1 contrarresté el establecimiento de la polaridad direccional,
asi como la capacidad de migracion. No obstante, se requieren ensayos de marcaje por
inmunofluorescencia para confirmar la remodelacion del citoesqueleto, asi como de
proteinas de adhesion celular que ya se han establecido como marcadores para determinar
el estado de EMT tales como vimentina (sobre-expresada), fibronectina (sobre-expresada),
E-cadherina (suprimida) (Rajasekaran & Rajasekaran, 2009; Ribatti et al., 2020).

Es importante resaltar que la EMT podria no ser el Gnico proceso que explique las
modificaciones en el morfotipo de las HEK-Kv10.1 en presencia del PNFL, ya que existen
ciertas controversias a cerca de la conceptualizacion de EMT debido a que no es un proceso
sustancial para el desarrollo de procesos metastasicos (Qin et al., 2017) aunado al hecho de
gue a menudo no se cumplen al pie de la letra las 7 modificaciones descritas con anterioridad
en diferentes modelos celulares in vitro (Williams et al., 2019). No obstante, con base en los
resultados de cambios morfologicos y de los ensayos de migracion, el fenotipo de las HEK-

Kv10.1 redujo su capacidad migracion y esto podria confirmarse al estudiar las
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modificaciones en los patrones de distribucion de los componentes del citoesqueleto, ya que
se ha observado que es posible identificar mediante la remodelacion del citoesqueleto, si las
células evaluadas presentan un fenotipo canceroso (Mousavikhamene et al., 2021).

En lo que concierne a los trabajos en donde se evidencia al PNFL como un farmaco
prometedor en tratamientos contra el cancer, se ha visto que detiene procesos involucrados
en la proliferacion sostenida, resistencia a la muerte celular, invasion y metéastasis,
destruccion de la supresion de la respuesta inmune y la inflamacién asociada al desarrollo
tumoral; sin embargo, dado el amplio repertorio de los mecanismos de accién reportados, no
se ha reportado evidencia de un blanco en especifico (Tuan & Lee, 2019), por lo que es
pertinente mencionar que el efecto antitumoral del PNFL podria explicarse en cierta medida
por su papel inhibitorio de la actividad del canal Kv10.1.

Si bien en el presente trabajo se encontré un elemento importante para explicar uno
de los mecanismos de accién del PNFL como un tratamiento contra tipos de cancer positivos
a Kv10.1, aun quedan varias dudas por resolver. Es por esta razén que el trabajo
consecuente a este proyecto podria direccionarse hacia la ampliacion de experimentos
electrofisiolégicos y funcionales.

En cuanto al campo de electrofisiologia, seria interesante la ejecucion de
experimentos de competencia con astemizol para determinar si compite con el PNFL de la
misma manera que sucedid con el canal hERG en 2007 (Silvestre & Prous, 2007) y de esta
forma determinar si el filtro selector de K* corresponde al sitio de unién del farmaco o bien,
realizar simulacion molecular para probar si podria tener como sitio de unién el dominio PAS
o el C-Linker.

En cuestién de ensayos funcionales, se pueden realizar nuevamente ensayos de la
herida con una concentraciébn mayor a 1 UM para alcanzar un punto de saturacién no
citotoxico del canal en una poblacion celular mayor a la utlizada para registros
electrofisiolégicos, asi como la ejecucién de ensayos con insertos Transwell para evaluar la
invasividad y determinar si es congruente con los resultados de migracién obtenidos en el
presente trabajo; por otro lado, se sugiere realizar un marcaje por inmunofluorescencia de
los componentes del citoesqueleto a fin de determinar si existen modificaciones a causa de

la inhibicién de la actividad del canal Kv10.1 como consecuencia de la exposiciéon a PNFL.
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. Conclusiones

- Mediante la técnica de patch-clamp se observé el efecto inhibitorio del penfluridol
sobre las corrientes idnicas del canal Kv10.1. Por lo tanto, se corrobora que los
ensayos de fluorescencia que miden cambios en el potencial de membrana ofrecen

resultados confiables en la busqueda de compuestos con actividad sobre el Kv10.1.

- El penfluridol no se lava a bajas concentraciones (1 pM) y se requiere de tiempos
prolongados de entre 10 y 15 minutos para observar el efecto total del farmaco sobre
la amplitud de corriente.

- El penfluridol ejerce un efecto inhibitorio de forma dosis-dependiente sobre la actividad
del canal Kv10.1, con una ICsp de 2.7+ 0.3 uM.

- El penfluridol (1 uM) no tiene efectos sobre la viabilidad celular, ni en células HEK-WT
ni en células HEK-Kv10.1.

- El penfluridol reduce la migracion celular de células con expresion del canal Kv10.1,
pero no en células HEK293 silvestres.

- El penflurido produce un desplazamiento del CMC hacia valores indicativos de un
morfotipo mas redondeado en células HEK-KV10.1, pero no en las HEK-WT.
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SIGLAS

C-AM-V
CMC
EMT
HEK-
Kv10.1
HEK-WT
HIF-1a
MAPs

MCF7

PNFL
PMR
SFB
VEGF
DP
DSV
YP

Calceina-AM-verde

Cociente Indicativo de la morfologia celular

Por sus siglas en inglés Epithelium Mesenchymal Transition

Por sus siglas en inglés Human Embryonic Kidney. Linea celular HEK293 con
expresion del canal Kv10.1 de humano.

Por sus siglas en inglés Human Embryonic Kidney. Linea celular HEK293 silvestre
Por sus siglas en inglés Hipoxia Inducible Factor-7a

Por sus siglas en inglés Microtubule Associate Proteins

Por sus siglas en inglés Michigan Cancer Foundation. Linea celular de cancer de
mama.

Penfluridol

Potencial de membrana en reposo

Suero Fetal Bovino

Por sus siglas en inglés Vacular Endothelial Growth Factor

Dominio formador de Poro

Dominio Sensor de Voltaje

Yoduro de propidio
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Abstract: Carcinogenesis is a multistage process involving the dysregulation of multiple genes,
proteins, and pathways that make any normal cell acquire a cancer cell phenotype. Therefore, it
is no surprise that numerous ion channels could be involved in this process. Since their discovery
and subsequent cloning, ion channels have been established as therapeutic targets in excitable cell
pathologies (e.g., cardiac arrhythmias or epilepsy); however, their involvement in non-excitable
cell pathologies is relatively recent. Among all ion channels, the voltage-gated potassium channels
Kv10.1 have been established as a promising target in cancer treatment due to their high expression
in tumoral tissues compared to low levels in healthy tissues.

Keywords: oncogenic channel; Kv10.1; hallmarks of cancer; oncochannelopathies

1. Introduction

Ion channels are pore-forming proteins that facilitate the movement of ions through
the plasma membrane following their electrochemical gradients. Some ion channels are
activated when they detect changes in the electrical potential across the membrane (voltage-
gated), and others by extracellular or intracellular signals (ligand-gated) such as neuro-
transmitters or second messenger, respectively [1,2].

Voltage-gated ion channels (VGICs) are the main proteins that define cell excitability,
and they are classified according to the ion moving through them (Na*, K*, Ca?*) [3]. In
excitable cells (secretory cells, muscles, or neurons), VGICs generate regenerative responses
called action potentials, which initiate major cellular events, including vesicular exocytosis,
neurotransmitter release, or muscle contraction.

Around 145 VGIC have been described in mammalian cells, 40 of these are voltage-
gated potassium channels (Kv), making them the most diverse (structurally and function-
ally) channel family [4]. Kv channels are expressed in excitable and non-excitable cells.
Their activity regulates several biological processes, including control of neuronal excitabil-
ity, heart rate, electrolytic balance, and cell division [4,5]. Given their wide localization,
diverse structural arrays, and multiple physiological functions, Kv channel malfunctions
are associated with several diseases and, consequently, are considered ideal drug discovery
targets [6-8].

2. The Voltage-Gated Potassium Channel Kv10.1

According to their amino acid sequence homology, Kv channels are divided into
12 subfamilies (Kv1 to Kv12) and are assembled as tetramers. Kv10, Kv11, and Kv12
channel subtypes form the EAG (ether-a-go-go) family all regulate the K¥ movement and
work as modulators of cell excitability in different brain regions and heart [9,10]. The name
EAG was assigned by a Drosophila melanogaster mutant fly, which exhibited a hyperexcitable

Int. . Mol. Sci. 2022, 23, 8458. https:/ /doi.org/10.3390/ijms23158458

https:/ /www.mdpi.com/journal/ijms


https://doi.org/10.3390/ijms23158458
https://doi.org/10.3390/ijms23158458
https://creativecommons.org/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.mdpi.com/journal/ijms
https://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0001-8522-190X
https://orcid.org/0000-0002-7965-8416
https://orcid.org/0000-0001-9204-4673
https://doi.org/10.3390/ijms23158458
https://www.mdpi.com/journal/ijms
https://www.mdpi.com/article/10.3390/ijms23158458?type=check_update&version=2

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 8458

2 of 20

phenotype characterized by leg-shaking under ether anesthesia [11]; later, cloning revealed
that this phenotype was produced by the loss of a voltage-gated potassium channel, the
Kv10.1 (also named eagl) [12].

2.1. The KCHN1 Gene

In humans, the Kv10.1 channel is encoded by the Potassium Voltage-Gated Chan-
nel Subfamily H Member 1 (KCHN1) gene. KCNH1 is located in chromosome 1, band
q32.2, and comprises 457,343 bases and 12 exons [13]. Homologous genes have also been
identified in Drosophila melanogaster, chicken, cow, zebrafish, mouse, and rat [12,14-18].
Neurodevelopmental disorders associated with a gain-of-function of the KCNH1 include
the Temple-Baraitser Syndrome and Zimmermann-Laband Syndrome [19,20].

2.2. Kv10.1 Structure

In humans, the KCNH1 gene encodes a 989 amino acid protein with an estimated
molecular mass of 111,423 Da. Like other Kv, a functional Kv10.1 is formed by assembling
four pore-forming subunits. The transmembrane core of each subunit consists of six
transmembrane a-helices (51-56). Segments 51-54 form the voltage sensor domain, with 54
carrying the positively charged amino acids that move in response to a depolarization of the
membrane potential. Segments S5-S6 form the pore domain of the channel, and the loop P
(among S5-56) is responsible for the K*-selectivity. Kv10.1 has large intracellular N- and C-
termini, which account for ~70% of its molecular mass; also, both intracellular termini have
several modulatory domains. The N-terminus contains a Per-Arnt-Sim (PAS) domain. The
C-terminus contains a cyclic nucleotide-binding homology domain (<(NBHD), a C-linker, a
ciliary localization signal, and a tetramerizing coiled-coil domain (TCC) [21,22]. Moreover,
three calmodulin-binding domains (CaMBD) have been described in both termini. As
well as other ion channels, Kv10.1 undergoes N-linked glycosylation (posttranslational
modification) in the N388 and N406 sites, which is essential for the correct trafficking of the
channels to the membrane [21,23].

Notably, at least four splice variants of the human KCNH1 gene have been described.
Two similar variants named Kv10.1a (the originally cloned) and Kv10.b (a long splice
variant with additional 27 amino acids) form active ion channels with similar electrophys-
iological properties [15,24]. Additionally, two shorter non-functional channel variants
(lacking their transmembrane segments) known as E65 and E70 (with a molecular weight of
65 and 70 kDa, respectively) have been detected in melanoma cell lines (IPC298 and IGR39),
neuroblastoma cell lines, and the human brain [25].

2.3. General Biophysical and Pharmacological Properties

Kv10.1 channels are activated (open) at positive membrane potentials. One distinguish-
ing property of Kv10.1 is that their activation-kinetic is strongly dependent on membrane
potential: Kv10.1 currents activate faster when the membrane potential is more depolarized.
In patch-clamp experiments, during a sustained depolarization stimulus, Kv10.1 activa-
tion is generated, slowly activating outward currents that do not show inactivation in the
presence of the stimulus [21].

Due to the high homology with other members of the EAG family, finding a selective
Kv10.1 blocker has been challenging. Several Kv10.1-blockers have been described [26,27];
however, none of these compounds are sufficiently specific for Kv10.1, having many
targets. Classical Kv blockers, like TEA or 4-AP, show only a slightly inhibitory effect on
Kv10.1 activity [12]. The small molecule and anti-histaminic drug astemizole is perhaps
the best known and most used Kv10.1 blocker [28]. Recently, antibody engineering has
emerged as a promising pharmacological tool for studying ion channels involved in diverse
diseases, including cancer [29,30]. Currently, a specific monoclonal antibody (mAb56) and
a nanobody coupled to TNF-related apoptosis-induced ligand (TRAIL) reduce cell growth
and selectively induce apoptosis in cell lines expressing Kv10.1, respectively [31,32].
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2.4. Tissue Expression

Kv10.1 channels are proteins embedded in the plasma membrane; however, it is also
possible to find them in the membrane of subcellular structures: at the inner nuclear
membrane [33], intracellular vesicles [34], and close to the primary cilium [35].

In healthy or physiological conditions, Kv10.1 is virtually undetected in peripheral
tissues, only showing an enriched expression in specific brain regions (see the GTEx portal:
www.gtexportal.org/home/gene/KCNH1, accessed on 24 July 2022). Through different
approaches, either as protein or mRNA, Kv10.1 has been detected in the olfactory bulb,
cerebral cortex, hippocampus, hypothalamus, striatum, and the presynaptic terminal of
the parallel fiber-Purkinje cell synapses [10,13,24,36,37]. The study of the functional role
of Kv10.1 in these brain regions in a physiological context remains incomplete. Kv10.1 is
also transiently expressed during myoblast differentiation [13,38]. Kv10.1 expression is
also reported in 100% of cervical samples of pregnant women, in contrast with a lower
expression in non-pregnant ones, suggesting a hormonal regulation of the channel [39].
Moreover, Kv10.1 was reported in stem cells localized at colonic crypts [40].

In contrast, ectopic expression of Kv10.1 is frequently detected in tumor biopsies
(Figure 1, Table 1) and cancer cell lines; several reports estimate that Kv10.1 is overex-
pressed in around 70% of clinical tumor samples [24,41-48], where the Kv10.1 expression
seems to confer some malignant or oncogenic properties, e.g., sustained proliferation.
This effect has been corroborated by in-vitro and in-vivo pharmacological studies using
non-selective Kv10.1-blockers or siRNA, both showing positive results (Table 2), i.e., re-
ducing proliferation rate in cancer cell lines or xenograft tumor size in immunodeficient
mice [24,31,32,49-52].

Besides, Kv10.1 ectopic expression has been linked to chemoresistance cell phenotypes.
Thus, Kv10.1 channel inhibition could improve cell response to therapeutic drugs typically
used in chemotherapy. In-vitro experiments in ovarian cancer cells showed that Kv10.1
expression is associated with chemoresistance to cisplatin. The combination of Kv10.1
downregulation and cisplatin increased cell apoptosis in ovarian cancer cells compared
with cells treated with cisplatin alone [53]. Similar results have been observed in the
chemoresistant glioblastoma cell line U251AR, a cell line that showed high Kv10.1 (mRNA
and protein) levels. Interestingly, U251AR cells became more sensitive to chemotherapeutic
drugs when Kv10.1 expression was downregulated [54]. Agarwal et al. showed apoptosis
induction by chemotherapeutic drugs (cytarabine, etoposide, idarubicin, and doxorubicin),
commonly used to treat acute myeloid leukemia (AML), induced some degree of caspase
activation in PLB-985 and K562 cells and primary cultured cells from a patient with AML.
However, when these drugs were combined with astemizole or mAb56 (Kv10.1 blockers),
this resulted in a further increase of caspase activity and, therefore, higher apoptosis, which
is a desirable therapeutic effect [44].

On the other hand, radiotherapy has been widely used for several years to treat can-
cer in many ways and with high efficiency. To assess cellular radioresistance, Luis et al.
irradiated with gamma radiation (4 Gy) to HEK293-WT cells and HEK293 cells stably
expressing the Kv10.1 channel. Survival curves showed HEK-Kv10.1 cells remained un-
changed after irradiation. In contrast, the survival curve of HEK-WT cells dramatically
decreased with a 4 Gy radiation, suggesting that the expression of Kv10.1 confers to cells a
radioresistant phenotype [55].
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Figure 1. mRNA expression of KCNH1 across TCGA cancers in normal and tumor samples. Log of
transcript per million (TPM) of KCNHI mRNA from normal samples (blue box) and tumor samples
(red box). The abscissa axis shows the number of samples and the type of tumor. The cancer genome
atlas (TCGA), bladder urothelial carcinoma (BLCA), breast invasive carcinoma (BRCA), cervical
squamous cell carcinoma (CESC), cholangiocarcinoma (CHOL), colon adenocarcinoma (COAD),
esophageal carcinoma (ESCA), glioblastoma multiforme (GBM), head and neck squamous cell car-
cinoma (HNSC), kidney chromophobe (KICH), kidney renal clear cell carcinoma (KIRC), kidney
renal papillary cell carcinoma (KIRP), liver hepatocellular carcinoma (LIHC), lung adenocarcinoma
(LUAD), lung squamous cell carcinoma (LUSC), pancreatic adenocarcinoma (PAAD), prostate ade-
nocarcinoma (PRAD), pheochromocytoma and paraganglioma (PCPG), rectum adenocarcinoma
(READ), sarcoma (SARC), skin cutaneous melanoma (SKCM), thyroid carcinoma (THCA), thymoma
(THYM), stomach adenocarcinoma (STAD), uterine corpus endometrial carcinoma (UCEC). * p < 0.05,
** p <0.01, ** p < 0.0001. Data obtained from UALCAN (http:/ /ualcan.path.uab.edu, accessed on 24
July 2022) [56].
Table 1. Kv10.1 expression in cancer.
. Number of Kv10.1 Level Expression ~ Kv10.1 Level Expression
Cancer Type/Sample Technique Samples in Tumor Tissue in Normal Tissue Ref.
Liver carcinoma
(hepatocellular IHC/RT-PCR 10 100% strongly positive Completely negative [41]
carcinoma PTB)
Reverse .
(colc(:) Elizr;:antCiHS) transcription- 2 100% detected No trégz(é?t}:j’ were [57]
P PCR/FISH
Cervical cancer Reverse o .
(primary culture transcription- 6 100% detected 33 /z;);lstesziczzc:;n_ricgmal [58]
biopsies) PCR/SB P -
Lung cancer Bronchial epithelium was
(bronchus carcinoma IHC/RT-PCR 10 90% highly positive negatlve.; some Kvlo1 [41]
PTB) expression in the sub
mucous glands
Prostate cancer Faintly detectable in
. IHC/RT-PCR 56 98% strongly positive normal prostate [41]
(Prostate Carcinoma) . .
epithelium
. 92% in HG-DCC; 67% in 27% of the normal
Cervical cancer (DCC) ICC 13 HG; 36 LG LG-DCC samples(n = 184) [59]
Y o 7% in normal peritumoral
Prostate .Cancer(tumor RT-PCR/IHC ) 89% of ADPCa 87% of tissue of ADPCa and [60]
tissue) AIPCa

AIPCa
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Table 1. Cont.

. Number of Kv10.1 Level Expression  Kv10.1 Level Expression
Cancer Type/Sample Technique Samples in Tumor Tissue in Normal Tissue Ref.
Breast cancer (breast IHC/RT-PCR 230 Detected in 85% The mammary epithelium [41]
carcinoma PTB) was negative
Under physiological
Cerebral cancer (brain HC 75 BM; 71 85% of brain metastases. conditions, Kv10.1 [61]
metastases, GBM) GBM 78% of GBM expression is restricted to
the CNS
No expression was
Reverse 83% of HNSCC. 39% in detected in normal
Head and neck cancer o . o o
(HNSCC biopsies) transcription-RT- 54 .norrpal adjacent epltheha'from' [47]
PCR epithelium of HNSCC non-oncologic patient
(n=44)
Colon cancer (colon Colon epithelium was
carcinoma) IHC/RT-PCR 8 75% strongly positive negative or slightly [41]
PTB positive
71% of soft tissue
Sarcoma (soft tissue HC 210 sarcoma(82% Negative in surrounding [42]
biopsies) rhabdomyosarcoma; 75% normal tissue
synovial sarcoma)
Acute myeloid 40% of AML samples (56%  Not detectable in healthy
leukemia (blood or RT-PCR 118 and 60% in M2 and M6 peripheral blood cells [44]
bone marrow) subtypes, respectively) (n =10)
Ovarian cancer 16% high expression. 58% Low level expression in
L TMA 336 low /intermediate [43]
(biopsies) . normal ovary (n = 6)
expression
Acute myeloid leukemia (AML), androgen-dependent prostate cancer (ADPCa), androgen-independent prostate
cancer (AIPCa). Brain metastasis (BM), cancer tissue microarray (TMA), dysplastic cervical cytologies (DCC),
fluorescence in-situ hybridization (FISH), glioblastoma multiforme (GBM), head and neck squamous cell carci-
noma (HNSCC), high grade (HG), immunocytochemistry (ICC), immunohistochemistry (IHC), low grade (LG),
real-time polymerase chain reaction (RT-PCR), Southern-blot (SB), primary tumor biopsies (PTB).
Table 2. Kv10.1 effects on cancer cell lines and/or its pharmacological inhibition.
C(acr:ile 1;1275(3 Cell Process Technique KVlO'é;??ﬁ:‘iztswn m Kv10.1 Inhibition Ref.
IGF-1 increased mRNA  Astemizole (10 uM) and
Breast cancer Pharmacological expression of Kv10.1in a Quinidine (20 uM)
Cell Proliferation inhibition/MTS/flow  time-dependent manner inhibited cell [62]
(MCEF7) . . o
cytometry with an enhancement of ~ proliferation induced by
cell proliferation IGF-1
TEA (2, 6, and 10 mM)
Cell Electrophysiology/.RT— Kv10.1 channel activity and Astemizole (2, 5,
Breast cancer Proliferation/Cell PCR/Pharmacological ed i 1 and 10 uM) decrease [63]
roliferation/Ce R varied in a ce . - C
(MCF7) ) inhibition/3H- le-dependent mann proliferation and
cyee Thymidine cycle-depende AMNEr accumulate cells in G1
phase of the cell cycle
Breast cancer . . PharmaFological inhi- chle(l)llnlsgfacgct;egyf > Astemizole (.5 p’M)
(MDA-MB-231) Cell Migration blthE / s;RNA/ wound regulating Ca2+ entry reduces cellomlgratlon [64]
catng assay through Orail channels (45%)
Patch- Chloroquine (30 pM)
Breast cancer clam/Pharmacological inhibited 34% of
(MDA-MB-231) Cell Migration inhibi- — potassium currents,and  [65]
tion/siRNA /wound 100 uM decreased cell

healing assay.

migration (38%)
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Table 2. Cont.
Cancer Type . Kv10.1 Participation in qses
(Cell Line) Cell Process Technique Cell Process Kv10.1 Inhibition Ref.
Astemizole (4 uM) and
imipramine (20 pM)
inhibited PLB-985, UT-7,
Leukemia cell and K562 cell
lines (PLB-985, . . Pharmacological . proliferation (up tp 77%);
UT-7, K562, Cell proliferation inhibition /siRNA Knockdown of Kvi01 1]
HEL) expression by siRNA in
PLB-985 and K562 cells
diminished up to 80%
cell proliferation
Involvement of histone
HNSCC- Cell acetylation (i.e., H3Ac Kv10.1 inhibition by
derived cell line . . siRNA/MTS/Matrigel and H4K16Ac activating siRNA reduced cell
proliferation/Cell . . . . . . [47]
(5CC42B, invasion invasion assays marks) in the regulation  proliferation as well as
SCC40) of Kv10.1 expression in invasive cell capacity
HNSCC
Astemizole (2 pM)
WPEl-NB% cells decreased RWPE-1 cell
Prostate cancer express high Kv10.1 roliferation: Astemizole
(RWPE-1, Cell proliferation RT-PCR/Fluorescence protein in contrast to p 2 uM) i,n duced [49]
WPE1-NB26) RWPE-1 cells KV e
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expression .
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lil(;lloli:;’?:ma Cell growth and I};ﬂgﬁ:?é}j Kv10.1 is involved in negatively Kv10.1 and
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resistance

Fibrosarcoma (FS), head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC), microRNA (miRNA), nuclear factor k-light
chain-enhancer of activated B cells (NF-kB), real-time polymerase chain reaction (RT-PCR), rhabdomyosarcoma
(RMS), small interfering RNA (siRNA), tetraethylammonium (TEA).

The Kv10.1 enriched expression in cancer cells, its limited expression in other tissues
and its membrane localization make Kv10.1 a promising protein in cancer research, becom-
ing a potential tumor marker or an anti-cancer drug target, with special interest on the
molecular mechanisms that regulate its expression.

2.4.1. Regulatory Mechanisms of Kv10.1 in Cancer

Kv10.1 is under direct control of p53 and the retinoblastoma protein (pRb), two of the
most altered proteins in cancer [67]. When p53 and pRb are down-regulated in cancer, the
repression of the transcription factor E2F1 is lost [68]. Because in the promotor region of
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the KCNHI gene there exist E2F1-responsive elements, up-regulation of E2F1 increases the
Kv10.1 levels and vice versa [40,68].

Similarly, it has been shown that the human papillomavirus (VPH), considered one of
the leading agents associated with cervical cancer, contains the transforming viral proteins
E6 and E7, which are associated with enhancing proliferation and cancer progression [69].
These two oncoproteins, E6 and E7, target and reduce the expression of p53 and pRb,
respectively, thereby increasing E2F1 and Kv10.1 expression. A positive correlation between
E7 and Kv10.1 has been observed in cervical cancer biopsies [58].

Likewise, microRNAs (miRNAs) could control the expression of protein-coding genes,
including ion channels [70-72]. In this context, p53 reduction would cause a decrease in
miR-34a, which may function as a translational inhibitor of Kv10.1. miR-34a has a dual
mechanism of Kv10.1 inhibition, a direct way at post-transcriptional level and an indirect
way at the transcriptional level through repressing E2F1 [68]. Also, it has been reported
that miR-296-3p is a Kv10.1-modulator. In glioblastoma, down-regulation of miR-296-3p
increased Kv10.1expression [54]; interestingly, miRNNA’s expression could be associated
with multi-drug resistance, probably through regulating Kv10.1 [54]. Similarly, it has been
observed that Kv10.1 expression seems to confer a radioresistant phenotype [55].

As we mentioned above, Kv10.1 expression could be associated with hormonal fac-
tors. In HeLa cells and cervical cancer primary cultures, estrogens have been observed to
up-regulate Kv10.1 [73]. Besides, insulin-like growth factor-1 (IGF1) is involved in tumor
overexpression of Kv10.1, an effect mediated by the Akt-dependent pathway [62]. In con-
trast, calcitriol, the hormonally-active form of vitamin D3, decreases Kv10.1 expression [50]
through a negative vitamin D-response element located in the KCNH1 promoter [74].

2.4.2. Epigenetic Regulation

Epigenetic changes are well-recognized mediators in gene expression and one source
of variation in cancer. Last year, significant advances were made in understanding cancer
epigenetics, especially regarding aberrant DNA methylation, chromatin remodeling, his-
tone acetylation and methylation, posttranslational modifications, and non-coding RNAs
deregulation [75].

DNA methylation involves the transference of a methyl group to the 5-carbon on
cytosine residues in CpG sites [75]. A study on DNA methylation in human gastric
carcinoma found hypermethylation in the CpG island of 15 genes, KCNH1 was among
them, suggesting a significant role in gastric cancer development [76]. KCNH1 showed a
three-times methylation-positive rate in gastric carcinoma samples than in noncancerous
control samples [76]. However, it is needed to associate whether KCNH1 hypermethylation
may affect its expression in gastric carcinogenesis.

It has been proposed that early-life epigenetic changes may modify lung cell func-
tion and contribute to asthma risk [77]. Recent work found that early-life exposure to
house dust mite allergen in a mouse model can alter DNA methylation and expression
of diverse genes detected until three successive generations and associated with airway
hyperresponsiveness and inflammation [77]. In the mice exposed to the allergens, the Kcnh1
gene was hydroxymethylated and up-regulated, suggesting an association with asthma
susceptibility [77].

In the head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC), histone acetylation, but not
DNA methylation, was suggested to be involved in the Kv10.1 regulation [47]. This work
observed enrichment of two histone activating marks, H3Ac (H3 acetylation) and H4K16Ac
(H4 lysine 16 acetylation), in HNSCC-derived cell lines expressing Kv10.1 [47].

MiRNAs are non-coding RNAs that regulate gene expression. As mentioned above,
Kv10.1 can be modulated by diverse miRNAs that favor or repress its expression
(Table 2) [54,68].
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2.5. Kv10.1 Protein Degradation

Ion channels are highly fine-tuned proteins that are essential for cell physiology. Thus,
the synthesis and degradation of ion channels should be a quality control process, which is
necessary for correct cell function [78]. In this way, the ubiquitin system is the most studied
mechanism of ion channel regulation. Nevertheless, knowledge about Kv10.1 synthesis
and degradation is limited. Recently, it has been described that Kv10.1 protein degradation
is dependent on E3 ubiquitin ligase cullin 7 (Cul7). Cul7 degrades both endoplasmic
reticulum-localized immature and plasma membrane-localized matures Kv10.1 protein
through the proteasomal and the lysosomal pathway, respectively [79]. In cooperation
with this mechanism, the E3 ubiquitin ligase makorin ring finger protein 1 (MKRN1)
has been described as another endoplasmic reticulum-localized mechanism of Kv10.1
degradation [80]. Both works demonstrated that Cul7 and MKRNT1 are quality checkpoints
of immature Kv10.1 channels.

3. Genetic Profile of KCNH1 Gene Using cBioPortal

Genomic profiling of tumor samples is a valuable tool to unravel potential tumor
biomarkers. Genomic studies from cohort studies may provide researchers with insights
into the more advanced genomic landscape of cancer pathogenesis and treatment. Nev-
ertheless, incomplete information about the epidemiology and clinical profile of cancer
cases has been a major obstacle to complex genomic exploration. In the last few years,
open-access resources have been made available to datasets for cancer exploration.

The public cBioPortal for cancer genomics (http://cbioportal.org, accessed on 24 July
2022) is an open-access resource for interactive exploration of multidimensional genomic
datasets hosted by the Center for Molecular Oncology at MSK [81,82].

In this review, the cBioPortal database was used to query the KCNHI gene in TCGA
PanCancer Atlas Studies (10,953 patients/10,967 samples). As shown in Figure 2, in distinct
types of cancer, KCNH1 undergoes different genetic alterations, amplification being the
most frequent in breast cancer. Therefore, this cancer is explored below.
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Figure 2. Genetic alteration profile of KCNH1 gene using cBioPortal. Summary of genomic alteration
frequency of KCNH1 gene in different types of cancer (TCGA, PanCancer Atlas Studies). Copy-
number alterations (CNA).
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Breast cancer represents the most common cancer for women worldwide, with an
estimated 47.8% of cancer incidence and 13.6% of cancer mortality [83] (GLOBOCAN 2018).
Even though the molecular mechanisms associated with breast tumorigenesis have been
extensively studied, the prognosis for different types is still unsatisfactory, indicating the
necessity to find new biomarkers contributing to clinical decision-makers.

Gene amplification is a mechanism of deregulation of oncogenic activation, which
results in overexpression of a gene and enhanced levels of the specific product. The
amplification of the KCNH1 gene is reported in five breast cancer studies, with a variation
between 6.5-30.3% (Figure 3A). Because of this, gene amplification may have some clinical
implications like diagnostic, prognostic, and predictive biomarkers in cancer [84]. For example,
ERBB2 (HER?) gene amplification is a molecular target in breast cancer therapy [85,86].

A 35 1 B

® Mutation
gl’ 8 L]
§ 30 @ Structural Variant § "
= ) &
> @ Amplification N -3
3 ® Deep Deleti SE 6 B 3 Yy
S p Deletion 25 K
o g % ® : ,"
E 20 4 Multiple alteration EE 4 . t‘ ;
£ % cq s - o
=] w g ®
= < 8
© 15 4 25
£ s 21
T SE "
3 0
8 o2
5 1 X
5
Structural variant data = = = 4 = Og@% Oj;/’a”o,,,, Q;% s sy, 4.7;0/’_%
Mutationdata + = + + + 7 S, 9’/6,)
CNAdata + + + + + )
c Stud 12 34 5 KCNH1: Putative CNA from GISTIC
ancer Study

@
O

g ¢ 12 KCNH1 vs ESR1
Q
g = Spearman: 0.60
: £ ; (p=1.78x10""7)
w
: ’ | :' 8 Pearson: 0.60
H ) (b = 9.04 x10-1%)
8% c 6 -y =062x/536
£ 7] 2 RZ=0.36
i : 2 4
wE o 3 -
:
- 0 ﬁ
z < -2
2 4] 8 - S T 4 -
41 @B ¥ ) .04 £ ™
& & ‘4/ 7 _' 7 ; T v
'?1- Qj’-ﬁl@‘? G@e* N 8 6 4 2 0 2 i
5
Immunohistochemistry Subtype mRNA KCNH1 expression (Seq TPM)

Figure 3. Genetic profile of KCNH1 gene in breast cancer using cBioPortal. (A) Summary of genomic
alteration frequency of KCNH1 gene in five studies (1: CPTAC, Cell 2020; 2: METABRIC, Nature 2012 & Nat.
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Commun. 2016; 3: Provisional, February 2020; 4: TCGA, PanCancer Atlas; 5: INSERM, PLoS Med
2016). (B) Relative expression levels as a function of relative copy number of KCNH1 gene (Breast
invasive carcinoma, TCGA, PanCancer Atlas). (C) Relative expression levels as a function of the
immunohistochemistry subtype of breast cancer (Breast Cancer, SMC 2018). (D) Copy-number
alterations (CNA), fragments per kilobase of transcript per million fragments mapped (FPKM),
genomic identification of significant targets in cancer (GISTIC), sequencing transcript per million
(Seq TPM), variants of uncertain significance (VUS).

The breast cancer (TCGA, PanCancer) dataset was selected to observe the relationship
between copy number alterations and mRNA levels (Figure 3B). The gene amplifica-
tion in low-level (gain) and high-level (amplification) show the highest levels of mRNA
KCNH1 expression, which may account for the increased expression of KCNH1 in breast
cancer [41].

Finally, the breast cancer (Breast Cancer, SMC 2018) dataset was chosen to study the
relationship between RNA levels and immunohistochemistry subtype. Finally, the breast
cancer (Breast Cancer, SMC 2018) dataset was chosen to study the relationship between
RNA levels and immunohistochemistry subtype and its co-expression with other genes.
Breast cancer samples with ER+ subtype showed significantly higher mRNA KCNH1
expression (Figure 3C). KCNH1 upregulation can be explained by the co-expression of
the estrogen receptor (ESR1) and KCNH1 genes (Figure 3D). Experimental studies already
have reported that estrogens can regulate the expression of KCNH1 [72]. Furthermore,
other genes such as ABAT, CELSR1, FOXA1, HHAT, CCDC96, RUNDC1, ELOVL5, CAPNS,
LRRC46, and ZMYND10 show high co-expression with KCNH1 (Spearman correlation
0.68-0.71; p < 1.0 x 10~2%). Among them, the CAPN8 and LRRC46 genes have been poorly
studied in breast cancer.

4. Hallmarks of Cancer and Kv10.1 Expression

An emerging research area is concerned with the role of ion channel expression and
its implication beyond their classical functions as action potential generators or players in
neuronal communication [53,54]. In this way, numerous reports have shown that ectopic
ion channel’s expression impacts cancer’s hallmarks and thus the disease progression [8].

The oncogenic properties of Kv10.1 were first observed when its over-expression in
heterologous systems led to a phenotypic transformation compatible with cancer cells,
which are characterized by faster growth rates (even at low serum concentrations), loss
of contact inhibition, and solid tumors formation when these cells were transplanted into
immunodeficient mice [24]; this work detonates the studies of Kv10.1 in cancer biology;
however, not all its properties are completely understood.

4.1. Proliferation and Cell Cycle

Ectopic expression of Kv10.1 is strongly associated with an increase in the rate of
cell proliferation, which may be due to the simultaneous activation of several signaling
pathways. One of them is related to its canonical function as an ion channel: effluxing K*,
hyperpolarizing the membrane potential, and increasing the driving force for Ca®* entry to
the cell; once inside of the cell, Ca?* would start different cascade signaling, including cell
proliferation [87,88].

In this regard, changes in the expression and activity of ion channels during all
cell cycle phases have been described [87,88], generating crucial cyclic oscillations in the
membrane potential. Depolarization of the membrane potential seems essential in the
early G1 phase, and hyperpolarization appears important for the transition from G1 to S
phase during mitosis [87,88]. Similar observations were described by C.D. Cone, where the
membrane potential was proposed as a cell cycle regulator, shows that fast proliferating
cells (e.g., cancer cells) are more depolarized, while cells with hyperpolarized membrane
potential (e.g., neurons) show no mitotic activity [89].
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As we have seen, Kv10.1 transcription is regulated by factors implicated in cell cycle
progression (most of them converging in E2F1); moreover, Kv10.1-pharmacological inhibi-
tion reduces cell proliferation rate in cells where it is overexpressed, suggesting Kv10.1 is
temporally regulated. The first indication of this phenomenon was that Kv10.1-permeability
and -expression level depends on the cell cycle [55]. Recently, it was demonstrated that
E2F1, which controls Kv10.1, would be expressed just during a short period in the cell
cycle and not constitutively as had been thought for many years. Thus, Kv10.1 is expressed
preferentially in the transition G2/M in cancer and normal cells, and when Kv10.1 is down-
regulated, the G2/M transition is delayed, and cells take longer to complete mitosis [40].

4.2. Primary Cilium: Proliferation and Migration through Microtubule Dynamics Modulation

The primary cilium is a non-motile microtubule-based organelle similar to an antenna
that extends outside the cell surface and is essential for the transduction of different signals
implicated in proliferation, differentiation, migration, etc. [90]. Since the Kv10.1 is known
to have a premitotic expression during the transition G2/M, some authors suggest that the
strong implications of the Kv10.1 channel in cell cycle progression are also related with
cilia disassembly that typically provides signaling needed to start proliferation [35,40].
Its participation in that process is evident since the cyclic expression of Kv10.1 has been
shown to be present in the base of primary cilia of h\TERT RPE-1 cells, which might result
in a significant disposability of microtubules for consequent processes [91]. This signaling
occurs soon after the Kv10.1-induced hyperpolarization favors the increase of Ca?* moving
through different calcium-permeable ion channels (L-Type, TRPC1, TRPV4, TRPP1, TRPP2,
PKD2L1) [92-94]. Consequently, the increase of cytosolic Ca*? recruits CaM activation. As
a result, CaM triggers Aurora Kinase A (AURKA) activation, a serine-threonine protein
kinase displayed to act as an effector protein in primary cilia reabsorption [92]. Otherwise,
according to an AURKA interactome inspired by The Cancer Genome Atlas Program
(TCGA), it is reported that AURKA can establish interactions between a large number of
proteins involved in different oncogenic-related pathways such as FOXO, PI3K-AKt, Hippo
signaling pathway, and apoptosis [95].

In regards to microtubule activity, the upper regulation of Kv10.1 is closely impli-
cated in a significant increase of microtubule dynamics characterized by the growth rate
of assembly and disassembly [96], because of this, an important linkage between Kv10.1
overexpression and some processes that include organelles and cell motility exists. There-
fore, this is likely to connect the microtubule dynamics with the activation of Rho/GTPase,
which is highly involved in actin polymerization led by myosin. Those cytoskeletal el-
ements provide the required heading structures involved in focal adhesions, which are
tightly related with cell migration owing to its interactions with the extracellular matrix [97].
However, the link between the Ca*? channel PIEZO2 and the Rho activation has just been
experimentally demonstrated [98]. Furthermore, a checkpoint Kv10.1-dependent named
spindle assembly checkpoint (SAC) has been displayed, which is consistent with the fact
that kinetochore-microtubule binding during cell division showed a decrease in error align-
ment rate of 20% and generates a delay before anaphase starting; these dependent Kv10.1
responses are suggested to be engaged with the activity of mitotic checkpoint complex
(MCCQ) [96].

Moreover, a significant decrease in MDA-MB-231 cell migration rate when Kv10.1 is
exposed to specific blockers like astemizole has already been proved [64]. Some hypotheses
concluded that cell migration led by Kv10.1 channel could mainly trigger changes in
microtubule dynamics as a result of hyperpolarization of action potential, which have
been proved to induce calcium entry through ORALII, and their association with secretory
pathway Ca?* ATPase (SPCA2) seems to be also implicated in proliferation and survival
in cancer cells [99]. In contrast, it is thought that the interactions between Kv10.1 and
cell migration are mediated mainly by the phosphorylation of kinase focal adhesions
(FAK) [100].
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4.3. Non-Canonical Role of Kv10.1 as Ion Channel and Angiogenesis

Ion channels can influence different signaling pathways through non-canonical func-
tion, involving protein-protein interactions independent of ion flux [101,102]. It might
be surprising that some functions of Kv10.1 on cancer progression would be separate
from its conducting properties. Transfection of the Drosophila Kv10.1 channel into mam-
malian cultured cells stimulated cell proliferation. This effect is maintained even when
non-conducting channel mutants were used through an increase in the p38 MAPK activ-
ity [103].

It has been shown that the non-conducting properties of Kv10.1 seem to give rise to
tumors and angiogenesis. Transplant of cells expressing non-conducting Kv10.1 mutants
can produce tumors, indicating ion permeation is not required [52]. The same study showed
that conductive and non-conductive Kv10.1 channels favor neovascularization in tumors, a
mechanism mediated by the up-regulation of the hypoxia-inducible factor 1o (HIF-1c¢) and
the vascular endothelial growth factor (VEGF) [52].

4.4. Cell Survival

Also, trial cooperation between the Ca?* channel Orail, SPCA2 protein, and Kv10.1
has been recognized with strong participation in intracellular Ca?* entry but also plays a sig-
nificant role in collagen-1-induced breast cancer cell survival via DDR (Discoidin-Domain
Receptors), a specific collagen 1 receptor, that seems to be tightly involved in ERK1/2
phosphorylation [104]. Cell survival via Orail, SPCA2, and Kv10.1 may be explained by
protein-protein interactions between each element implicated. For instance, the N-terminal
and C-terminal of SPCA?2 interact with Kv10.1. The former terminal seems to participate
in Kv10.1 expression, trafficking, and activity, while the C-terminal interactions evoke
trafficking, expression, activity, and Ca?* entry [99]. That partnership cooperation was
demonstrated to promote the Ca®* entry just after the Kv10.1 membrane hyperpolarization
occurs [105].

4.5. Cell Metabolism Remodeling

In 2011, Hanahan & Weinberg provided a new generation of cancer hallmarks by intro-
ducing emergent hallmarks just as (1) avoiding immune destruction and (2) cell metabolism
remodeling [106]. On the latter, overwhelming results show that Kv10.1 is also responsible
for metabolism remodeling in cancer cells through mitochondrial metabolism modula-
tion. The Kv10.1 dependent-mitochondrial metabolism was tested by measuring whether
mitochondrial metabolism inhibitors, such as Metformin, Phenformin & VLX600 had a
differential effect over cell lines with a moderate expression of Kv10.1 in contrast to cells
with Kv10.1 overexpressed. The results showed that in HeLa, Dul45, and MDAMB43S5
cells, where Kv10.1 was overexpressed, the metabolism inhibitors’ sensitivity was increased,
while in those cells with Kv10.1 moderate expression (MCF-7, MDAMB231, MiaPaCa2 &
Panc-1) a poor metabolism inhibitor sensitivity was shown. In the same way, this could
explain how metabolism Kv10.1-dependence is involved in apoptosis inhibition, since
when Kv10.1 is blocked or its expression is inhibited, it triggers a mitochondrial fragmen-
tation that leads to an increase of reactive oxygen species (ROS) that ultimately promotes
increased autophagy [107].

5. Tumor Microenvironment and Kv10.1

The tumor microenvironment (TME) is a complex and continuously evolving entity.
This microenvironment is generated by several factors such as low extracellular pH, hypoxic
regions, metabolic abnormalities, and extracellular matrix modifications [108].

One distinguishing feature is that cancer cells develop in acidic microenvironments,
small regions where the extracellular pH (pHe) is low compared with normal cells [109].
Under physiological conditions, extracellular pH in most of the body’s tissues is around
7.3-7.4, while in microenvironments created by tumors, pHe can drop to ranges between 6.2
and 6.8 [109,110]. It has been observed that extracellular pH acidification inhibits voltage-
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gated K* channels [111], including Kv10.1 [112,113]. This inhibition could explain, in part,
the overexpression of this channel in cancer cells as a compensatory mechanism. Neverthe-
less, in Tg4 colonic carcinoma cells, hyperpolarization of the membrane potential induced
by Kv10.1 (and other Kv channels) controls cell proliferation by affecting intracellular pH
and Ca?* signaling [114].

The extracellular matrix (ECM) is a 3D structure of different protein components,
including collagen, fibronectin, proteoglycans, and glycoproteins [108]. During the car-
cinogenic process, changes in the TME induce alterations in the ECM components that
contribute to the tumor progression. Indeed, it has been observed that ECM components
modulate Kv10.1. CHO cells expressing Kv10.1 suffer a cytoskeleton and lamellipodia
reorganization when grown on collagen, suggesting an increase in cell movement [115].
In contrast, growing cells on fibronectin induce the formation of stress fibers, indicating
a role of Kv10.1 in the cytoskeletal organization in cancer [115]. Furthermore, compared
with CHO-WT cells, those cells expressing the Kv10.1 channel could proliferate despite
being kept under total serum deprivation [115]. Interestingly, it has been observed that
collagen 1 increases cell survival in breast cancer cell through ERK1/2 phosphorylation
and the overexpression of Kv10.1 and ORAI1, which are effects mediated by the activation
of the tyrosine kinase receptor activated by collagen, DDR1 [104].

On the other hand, a relationship has been observed between Kv10.1 expression and an
increase in vascular endothelial growth factor (VEGF) secretion, as well as the expression
of hypoxia-inducible factor 1« (HIF-1), one of the most important factors promoting
angiogenesis. It has been proposed that Kv10.1 interferes with hypoxia homeostasis by
increasing basal HIF-1x activity and lowering the threshold of HIF-1e activation [52].
Besides, Lai et al. showed that co-expression of the Kv10.1 channel and HIF-1« in human
breast cancer samples were related to the tumor size and status [116].

6. Conclusions

For over 70 years, knowledge about ion channels has increased exponentially. Today,
it is well known that ion channels are “probably” involved in all physiological processes,
and their disfunction is the origin of diverse pathologies, making them pharmacological
targets for the potential development of new compounds with clinical relevance. Currently,
it is estimated that 18% of drugs used in the clinic have an ion channel as their target [117].
Drugs targeting K* channels are used to treat metabolic, neurologic, and cardiac disorders
with promising results [118].

Undoubtedly, the Kv10.1 channel plays an active role in carcinogenesis (Figure 4),
becoming a protein with great potential for cancer therapeutics. Its membrane nature
simplifies the development and carry-on of a molecule with pharmacological activity. As
we have seen, its properties as a membrane protein, its high expression in cancerous tissue
versus low expression in healthy tissue, and its participation in various cancer hallmarks
make it a promising target for the design of new therapeutic strategies that combined with
the current ones could decrease the tumorigenic process.
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Figure 4. Schematic representation of Kv10.1 regulation in cancer. Kv10.1 is an ion channel permeable

miR-34a

miR-296-3p

to K* (green spheres) mainly localized in the plasma membrane, but also is found in subcellular
structures. The crystal structure of the Kv10.1 channel is embedded in the plasma membrane, with the
transmembrane region in red and the intracellular N- and C-termini represented in purple and green,
respectively. The figure in the upper left corner represents a Kv10.1 subunit; transmembrane segments
(S1-S6) are represented in red, the N-termini PAS domain in blue, the C-linker in green, the cNBDH in
orange, and the 3 CaMBD in olive. A functional channel is assembled as a tetramer. Kv10.1 has been
described as an oncogenic channel, exerting its effects through different hypothesized mechanisms.
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The canonical function of Kv10.1 consists of efflux K* and hyperpolarized membrane potential. The
membrane hyperpolarization increases the driving force for Ca?t, promoting the signal pathways
involved in cell division. Kv10.1 expression is under the control of p53 and pRb; when p53 and
PRb are down-regulated in cancer, an increase of E2F1 occurs, which triggers Kv10.1 expression.
During the cell cycle, Kv10.1 is expressed during the G2/M transition. Alterations in the p53 and pRb
pathways consequently affect the Kv10.1 levels, e.g., the oncoproteins E6 and E7 of the HPV reduce
the expression of p53 and pRb, respectively. Other factors influencing Kv10.1 expression include
hormones, miRNAs, epigenetic modifications, and components of the tumor microenvironment (e.g.,
collagen). Collagen 1 can activate the DDR1 pathway, increasing the ERK1/2 phosphorylation, which
increases the Kv10.1 and ORAI1 levels in the plasma membrane. ERK1/2 phosphorylation, Kv10.1,
and ORAI1 increased cell survival. Kv10.1 expression is also associated with angiogenesis through
upregulation of the HIF-1w activity, increasing VEGF release. In addition, cells over-expressing Kv10.1
channels seem more resistant to cancer drug treatments and radiotherapy; however, the molecular
mechanisms implicated in these resistant phenotypes are not completely understood.
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RESUMEN: E1 COVID-19 es la enfermedad provocada por el SARS-CoV-2, el virus que desencadend la instauracién
de medidas preventivas de confinamiento desde principios de 2020. En un inicio, se identific6 a la proteina S del virus
como la “llave” que, dada su gran afinidad por el receptor ACE2, promueve la entrada al cuerpo humano. ACE2 se
encuentra expresado en diferentes tejidos, y por lo tanto, son mds propensos a presentar alteraciones al estar expuestos
al virus. En el encéfalo encontramos dos regiones con ACE2 altamente expresado: 1) el bulbo olfatorio, razén por la
cual se sugiere que esto puede facilitar la entrada del virus hacia el SNC, e incluso se considera que explica la pérdida
de olfato y 2) el tallo cerebral, que resulta de especial importancia porque el complejo Pre-Botzinger se sitia embebido
en dicha estructura y regula el ritmo respiratorio mediante la coordinacién de quimiorreceptores que sensan la satura-
cién de O, y CO», lo que da paso a un decremento en el suministro de oxigeno. Ademds, parte de las alteraciones en
el SNP se piensa que se generan a partir de la interaccion del virus con los nociceptores dando paso a sintomas como
dolor muscular y de cabeza.

PALABRAS CLAVE: SARS-CoV-2; ACE2; cerebro; nociceptores; bulbo olfatorio.

ABSTRACT: COVID-19 is the name of sickness headed by SARS-CoV-2, which gated the confinement restrictions
since March 2020. At the beginning the S protein was identified as the “key” that enhances entering human body,
due to its affinity with ACE2 receptor. ACE2 receptor is known to be expressed in a variety of tissues in a manner
in which that location increases their infection-probabilities in exposure to this virus. The brain contains two regions
where ACE2 is manly expressed: 1) The olfactory bulb which is thought to be involved in loss of smell and facilitating
entering to the Central Nervous System, on the other hand 2) the brainstem keeps imbibed the Pre-Botzinger complex,
a mediator of respiratory rhythm, showed its implications in oxygen depletion because of abnormal working of O,
and CO, sensing chemoreceptors. In concern with PNS it is considered virus-nociceptors interaction as the most likely
reason to muscular pain and headache.
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1. INTRODUCCION

Han transcurrido mds de dos afios desde que la pandemia causada por el COVID-19 nos mantuvo en con-
finamiento a nivel mundial. A la fecha se ha publicado una descomunal cantidad de estudios intentando
descifrar los mecanismos de accién del virus causante de esta enfermedad, el SARS-CoV-2 (por sus siglas
en inglés severe acute respiratory sydrome); sin embargo, atin queda una infinidad de preguntas por resol-
ver, por lo que existe un fuerte interés en cuanto a los factores causantes de los sintomas comunes durante
y posteriores al desarrollo de la enfermedad, especialmente aquellos que causan alteraciones en el Sistema
Nervioso Central (SNC).

Al igual que otros coronavirus, la infeccién primaria del SARS-CoV-2 afecta el tracto respiratorio, causan-
do ya sea una infeccién asintomdtica o bien, una variedad de sintomas que incluyen tos, fiebre, neumonia,
falla respiratoria, y parte de los sintomas que indican alteraciones a nivel neurolégico son dolor de cabeza,
confusion, depresion, desérdenes sensoriales y neuromusculares, entre otros (Spudich & Avindra, 2022). De
acuerdo con los datos presentados por la Organizacién Mundial de la Salud, hasta finales de mayo del 2022
el virus habfa contagiado a mas de 527 millones de personas y producido la muerte de aproximadamente
6.2 millones en todo el mundo (World Health Organization COVID-19 Explorer, 2020).

Pero antes de profundizar més en este tema, se puntualizan las particularidades que se conocen hasta ahora
de este agente patégeno. Se sabe que se trata de un virus cuyo material genético se compone de RNA (por
sus siglas en inglés ribonucleic acid), es decir, material genético de cadena sencilla con una extensioén apro-
ximada de 26 — 35 Kilobases (Kb), y codifica para cuatro protefnas estructurales: la proteina E (por envelope
en inglés), la proteina M (por membrane en inglés), la proteina S (llamada asi por Spike protein en inglés

que a su vez hace referencia a su forma de espicula) y la proteina formadora de la nucleocdpside (N).

Es conveniente recordar a la proteina S como el caballo de Troya que dard inicio al ataque porque ademas
de ser la responsable de la estructura en forma de “corona” del virus (Esakandari et al., 2020), en diversos
estudios se ha comprobado que actiia como una “llave maestra” que le permite tomar el control de la ma-
quinaria celular de sus victimas, o bien del hospedero (Baig et al., 2020; McFarland et al., 2021; Shiers et
al., 2020). Esto se debe a que estd conformada por dos subunidades: la S1 que presenta mayor afinidad al
receptor ACE2 (por sus siglas en inglés Angiotensin-converting enzyme) y la S2 que auxilia la formacion de
una invaginacioén en la membrana celular tras la unién del virus a los receptores ACE2 y es ahi cuando la
misma tension de la invaginacién endocita la molécula virica. En el proceso, se fusionan ambas membranas
de manera que le es permitido el paso al material genético virico y consecuentemente inicia la replicacion
de este (Sawa & Akaike, 2022).

En pocas palabras, la proteina S se logra “camuflar” entre una de las proteinas que el cuerpo humano expresa

en condiciones normales de modo que actda tal como si se tratase de la Angiotensina 2 y logra “burlar” el
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A B

Normal Infectado

l Proteina S

Angiotensina 2

Figura 1: Esquema del SARS-CoV-2 y su interaccién con las células del organismo huésped. En A, se representa cuan parecida
puede ser la proteina S a la Angiotensina 2, lo que convierte la primera en una llave maestra que permite al virus interactuar e
ingresar a las células huésped. En B, esquema donde se muestra que la proteina S engaifia a las células huésped al unirse

directamente con el receptor ACE2. Fuente: Elaboracién propia.

sistema al orillar a los receptores ACE2, que detectan la presencia de ésta, a unir su cerradura equivocamente
con la “llave maestra” (Figura 1A). Lo que las células “no saben” es que este engafio es el presagio de una
guerra, puesto que es asi como consigue instalarse e invadir el interior de las células para comenzar a formar
un ejéreito de SARS-CoV-2.

2. (COMO INVADE EL SARS-COV-2 AL SNC?

El SNC es aquel que controla y regula una infinidad de funciones, que a su vez involucran la integracion
y coordinacion de funciones sistémicas, por lo que cada uno de los componentes que lo conforman debe
estar propiamente resguardado y protegido de agentes que puedan intervenir en el cumplimiento de sus fun-
ciones. Por esa razon, existe una barrera que separa parcialmente el flujo sanguineo del tejido nervioso. A
esta barrera se le conoce como Barrera Hematoencefilica y presenta una conformacion bien estructurada a
tal grado que es capaz de frenar el avance de numerosas toxinas, bacterias y agentes viricos e incluso otras
sustancias como medicamentos de libre circulacién en el cuerpo; pero ademads, permite el paso selectivo de
moléculas esenciales hacia el cerebro para llevar a cabo diferentes procesos homeostaticos. Se compone de
cuatro tipos celulares: células endoteliales, pericitos, astrocitos —llamados asi por su forma de estrella— y
neuronas (Barichello et al., 2019), (Figura 2).

V 12 N°1 enero - junio de 2023 e ISSN-e 2357-5749 e DOI: https://doi.org/10.15446/rev.fac.cienc.v12n1.102953 e Articulo Revisién 79



Paulina Leén Sénchez, Enoch Luis

Células endoteliales

Pericitos

Figura 2: Disposicion y composicion de la barrera hematoencefélica, como se puede apreciar estd compuesta por tipos celulares
que contempla células endoteliales, pericitos, astrocitos y neuronas. Ilustracién basada en Barichello et al. (2019). Fuente:
Elaboracién propia.

Pese la complejidad de esta barrera, sorpresivamente se ha sugerido que ésta no basta para frenar la ruta
invasiva del SARS-CoV-2 hacia el cerebro, ya que hasta el momento, se han propuesto diferentes mecanis-
mos en los que el virus puede afectar a este érgano: en primera instancia, se piensa que la sobreexpresion
de ACE2 en células del epitelio olfativo significa un atajo hacia el cerebro y de ahi puede dar inicio a la
colonizacién hacia los tejidos que expresan el receptor blanco; en lo que respecta a la participacién de la
barrera hematoencefdlica, se ha observado que su permeabilidad selectiva se ve alterada como resultado de
procesos inflamatorios lo que a su vez, permite la entrada de agentes proinflamatorios que eventualmen-
te pueden desencadenar un dafio en el tejido neuronal. Ademas, parte de los componentes celulares de la
barrera hematoencefélica (astrocitos, pericitos y algunas células endoteliales) expresan el receptor ACE2

(Alomari et al., 2020; Hernandez et al., 2021) lo que facilita la instalacién del virus en esta zona.

Otros de los mecanismos que preocupan y que pueden ser los desencadenantes de manifestaciones clinicas
que nos remiten a dafios neuronales son aquellos que amenazan el suministro de O al cerebro. Hasta el
momento se han encontrado dos por lo que es conveniente abordarlos desde puntos de vista separados: por
un lado, es sabido que uno de los sintomas caracteristicos de la enfermedad es la inflamacién en el tejido
pulmonar y dada la liberacidn de tormentas de citoquinas, los alvéolos pueden llegar a colapsar y quedar
inhabilitados para el intercambio gaseoso. Por otra parte, preocupa el hecho de que el receptor ACE2 se
exprese en el complejo pre-Botzinger que se localiza en el tallo cerebral y se encarga de coordinar el ritmo

respiratorio, de tal forma que regula la periodicidad de los movimientos musculares que permiten la entrada
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y correcta circulacién del aire en funcién de la informacién que reciba de los quimiorreceptores sensibles
a las concentraciones de O, y CO; circulantes en el torrente sanguineo. De manera que al verse afectada
la coordinacién entre la ritmicidad respiratoria y la demanda de O», es inevitable presentar una condicion
hipéxica, definida por una saturacién de O, en sangre por debajo de 90 % (Hernandez et al., 2021; Hill et
al., 2012).

En lo que respecta a los sintomas asociados con funciones de cognicién, en numerosos estudios se han
percatado de que las personas con COVID-19 persistente, tienden a desarrollar problemas en la memoria de
trabajo, dificultad para encontrar palabras al hablar, complicaciones para concentrarse que pueden derivar en
confusion o neblina cerebral, entre otros (Bliddal ef al., 2021; Graham et al., 2021). Es probable que parte
de estos sintomas se desarrollen como consecuencia de la degradacién de los recubrimientos de mielina, que

segtin lo que sefnala Shabani (2021) se da como consecuencia de factores inflamatorios.

3. ;Y QUE SUCEDE CON EL SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO
(SNP)?

Es bien sabido que muchos tipos de virus pueden interactuar directamente con diversos tipos de neuronas
sensoriales, ejemplos de estos pueden ser el virus de la rabia y el virus del herpes. Ademds, es conocido que
muchas infecciones por patdégenos tienden a producir dolor. Esto ha llevado a estudiar las interacciones
de diversas bacterias y virus con los nociceptores, las neuronas sensoriales encargadas de responder a
estimulos nocivos. Algunos autores sugieren que el SARS-CoV-2 puede interactuar con algunas poblaciones
de nociceptores y que dicha interacciéon podria ser la causa de los sintomas caracteristicos de la enfermedad
tales como dolor de cabeza o dolor muscular. Shiers et al. (2020) identificaron a nivel de ARNm y proteina
que existe una subpoblacién de neuronas sensoriales que expresan el receptor ACE2, dichas neuronas
ademads expresaban el gen del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CALCA), el gen del receptor
purinérgico tipo 3 (P2RX3) y el gen del canal de sodio dependiente de voltaje 1.8 (SCN10A), lo que define
a estas neuronas como nociceptores (Shiers ef al., 2020), por lo que podrian ser la puerta de entrada del
SARS-CoV-2 al SNP. Ademds, existen ciertas estrategias de propagacién en las que los nociceptores se ven

involucrados en episodios severos de la enfermedad (Graham et al., 2021; McFarland et al., 2021).

4. DOLOR Y DEBILIDAD MUSCULAR DURANTE COVID-19 (EL
SARS-COV-2 ES EL CULPABLE?

Se ha sugerido que tanto el dolor como la debilidad muscular pueden estar relacionados con la liberacion de
Interferones tipo I (Int-I), que son proteinas “de combate” que mandan las érdenes de ataque contra agen-
tes patégenos, en su mayoria de tipo viral. En un inicio se pensaba que el cardcter de Int-I tenia un efecto

directo sobre la funcionalidad de los nociceptores; no obstante, mas tarde se encontré que interactian entre

V 12 N°1 enero - junio de 2023 e ISSN-e 2357-5749 e DOI: https://doi.org/10.15446/rev.fac.cienc.v12n1.102953 e Articulo Revisién 81



Paulina Leén Sénchez, Enoch Luis

si mediante “soldados de bajo rango” -MNK1/2 (Mitogen activated protein kinase interacting)— que actiian
como intermediarios entre Int-1 y nociceptores. De manera que, si los Int—1 mandan un ataque, los MNK1/2
estimulan a los nociceptores llevandolos a un estado excitado ocasionando dolor de cabeza, cuerpo cortado

y dolor en articulaciones (Khan et al., 2021).

Sin embargo, también se ha observado que este virus presenta proteinas accesorias —nsp6, nsp13, ORF3B,
ORF6- que funcionan como bloqueadores que entorpecen el combate al impedir la liberacién de los Int-1y
ante este enfrentamiento, piden refuerzos y llaman al combate a las tropas de citoquinas que, en numerosas
ocasiones son las responsables de la generacién de una respuesta hiperinflamatoria, lo que podria derivar
en un estado critico de la enfermedad (McFarland et al., 2021). También existe una segunda proteina de
combate que coordina las batallas en el tejido muscular, a ésta se le conoce como Interleucina de tipo 6 y
tal como sucede con Int-I, la Interleucina de tipo 6 desencadena la excitacion de los nociceptores lo que se
traduce en dolor muscular y coincide con ser uno de los sintomas que anuncia posibles complicaciones de
la enfermedad (Ali et al., 2021; McFarland et al., 2021).

Un aspecto que ha adquirido mayor importancia es la presencia de debilidad muscular y se sospecha
que al igual que otros coronavirus, el SARS-CoV-2 provoca una oleada de moléculas proinflamatorias
que desencadenan la degradacion de las ldminas de mielina, que son recubrimientos generados por
oligodendrocitos (en SNC) o por células de Schwann (en SNP) que facilitan la conductividad de la corriente
eléctrica. Por este motivo es sabido que, de no estar este recubrimiento en buen estado, los axones de las
neuronas que llevan las 6rdenes a los miocitos (células musculares) son propensos a presentar fugas de
energia de manera andloga en la que un cable pelado conduce poca o deficiente corriente eléctrica generando
una respuesta defectuosa que muy probablemente se puede traducir en debilidad muscular (McFarland et
al., 2021).

5. CONCLUSIONES

Ahora que se tiene un panorama mas amplio de algunas de las tacticas de ataque del SARS-CoV-2 al siste-
ma nervioso y como estos pueden afectar en procesos de neurorrecepcion, cognitivos, homeostaticos, entre
otros, es pertinente mencionar que, pese a que se estd trabajando a un ritmo acelerado en firmacos y vacunas
para combatir y tratar el COVID-19, resulta de especial importancia atender las medidas de distanciamiento,
el uso de cubrebocas asi como la promocién de la vacunacién, ya que lo mencionado en el presente escrito es
s6lo una muestra de lo que se conoce hasta el momento; sin embargo, las observaciones clinicas contindan
arrojando nuevos sintomas y secuelas derivados de la enfermedad, incluso se sospecha que las personas que
han contraido la enfermedad pueden adquirir mayor vulnerabilidad a desarrollar enfermedades neurodege-
nerativas como Parkinson o Alzheimer (Spudich & Avindra, 2022), pero atin existe un panorama incierto al

respecto al considerar el amplio repertorio de sintomas asociado a las diferentes variantes.
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Asi mismo, conviene hacer hincapié en que la comprension de las estrategias de infeccién del SARS-CoV-2
demanda un enfoque integral que requiere atencion en diferentes factores de riesgo a nivel poblacional en

funcién de condiciones ambientales, genéticas e incluso, socioeconémicas.
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Cuando se menciona la palabra “can-
cer” nos invaden historias, recuer-
dos, e incluso nuestros mas profundos
miedos. La posibilidad de que esta enfer-
medad pueda alcanzar a un ser querido
resulta inquietante, pues muchos hemos
vivido esta lucha, ya sea en primera o
en tercera persona y en su mayoria, se
conoce esta enfermedad desde el dolor
ajeno. La letalidad de la enfermedad se
debe -en gran medida- a la proliferacion
e invasividad desmedida de las células, lo
que provoca un comportamiento inusi-
tado que deja de lado el funcionamiento
idoneo de los sistemas fisiolégicos. Se ha
sugerido que este comportamiento se da
como una respuesta ante cambios en su
material genético (Stratton et al., 2009;
Weinberg, 2014), lo que desencadena un
mal funcionamiento en su metabolismo
y regulaciéon general. Sin embargo, esta
idea podria resultar un tanto reduccio-
nista al tomar en cuenta que el cancer
es una enfermedad que se debe estudiar
desde una vision multidisciplinaria (Smye
& Frangi, 2021), lo que indica que no todo

11

esta en los genes, sino que también resul-
ta fundamental estudiar las interacciones
entre los diferentes componentes celula-
res, por ejemplo, los complejos proteicos
que se conocen como canales idnicos.

De acuerdo con la World Health Organi-
zation (WHO, 2019), el cancer ocupa la
segunda causa de muerte a nivel mundial
con un aproximado de 9.6 millones de
defunciones en 2018, por lo que no resulta
inesperado el hecho de que en 2020 se
registraran 108,743 en México; el 8 % de
los casos se dio a consecuencia de tumo-
res malignos (INEGI, 2020). No obstante,
al tratarse de un pais de economia emer-
gente, el panorama de la esperanza de
vida cambia notablemente con respecto a
los paises desarrollados. Especificamente,
el estado de Puebla, pese a no ocupar los
primeros lugares de incidencia de cual-
quier tipo de cancer a nivel estatal, ocupa
un lugar intermedio de cancer de mama
(INEGI, 2020), aunado a esto, se ha visto
un incremento del cancer infantil en los
ultimos afios (Bafios et al., 2020).
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Los registros mas antiguos sobre el can-
cer datan del afo 1500 a.C., en Egip-
to, sin embargo, fue reconocida como
enfermedad hasta el nombramiento
de Hipocrates de Kos en el siglo V a.C
(Faguet, 2015). Desde entonces, ya se
practicaban tratamientos basados en
aceites, infusiones, entre otros. Muchos
siglos mas tarde se introdujeron trata-
mientos modernos pensados a partir de
principios fisicos y quimicos, y con ello
arranc6 una carrera exhaustiva en pro
de combatir este padecimiento. Pese a
la incesante buisqueda, resulta desafor-
tunado que gran parte de los tratamien-
tos que ya se han puesto en practica
en el ambito clinico han significado un
batallén que sacrifica la salud mediante
cirugias, radiacién o quimioterapias, a
cambio de reducir las posibilidades de
propagacion del tejido canceroso. Es
por ello que los esfuerzos por llegar
al entendimiento de dicha afeccion se
han incrementado y se han diversificado
los enfoques de abordaje, ya sea desde
inmunologia, biologia molecular, biolo-
gia celular, entre otros. Incluso dentro
de estas areas hay enfoques mas espe-
cificos tales como el monitoreo de rutas
metabdlicas involucradas en el proceso
carcinogénico, del impacto de la inte-
raccion entre genes y ambiente, del
comportamiento o expresion aberrante
de proteinas, entre otros.

Cualquier sistema biol6gico demanda la
participacion de mecanismos que per-
mitan la entrada de nutrientes al igual
que la excrecion de desechos. Las célu-
las que componen el cuerpo humano,
como la de cualquier otro organismo,
ya sea multicelular o unicelular, nece-
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sitan de estas vias de salida y entrada
para que se de este intercambio (Alberts
et al., 2014). Es pertinente destacar que
no todo lo que entra en la célula son
nutrientes y no todo lo que sale son
desechos, sino que también hay molé-
culas que juegan roles alternativos y que
no por ello dejan de ser fundamenta-
les, tales como los iones. Los iones son
elementos con carga y al encontrarse
en constante movimiento necesitan un
paso a través de la membrana, es decir,
“tlneles”; esto es una idea simple para
entender lo que es un canal i6nico. Sin
embargo, no son simples poros en la
membrana, sino que su estructura es
mas compleja, y no necesariamente esta
abierta todo el tiempo permitiendo el
paso de iones. Ademas, resulta inte-
resante el hecho de que la diversifica-
cién de los canales ionicos radica en la
selectividad hacia los distintos iones,
asi como en los diferentes mecanismos
de activacion (Aidley & Stanfield, 1996;
Hille, 2001; Prevarskaya et al., 2018).

Los canales i6nicos participan en pro-
cesos celulares a partir de 1) la movili-
zacion de los iones que transitan a tra-
vés de ellos y promueven ciertas vias de
sefalizacion dentro de la célula y 2) la
interaccion directa con otras molécu-
las o proteinas, incluso sin necesidad de
que el canal permita el paso de iones.
Un mal funcionamiento de este tipo de
complejos proteicos resulta en diferen-
tes enfermedades mejor conocidas como
canalopatias (Jarzembowski, 2014). Por
su parte, el cancer es una patologia que
tiene su origen en la inestabilidad del
material genético, el cual produce muta-
ciones que pueden afectar directamente
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a los genes o a las zonas que regulan
su expresion; los genes que codifican
para canales i6nicos no estan exentos
de sufrir estas alteraciones. Esto se
comprobo6 en investigaciones realizadas
a finales de los afios 80 y a principios
de los 90, cuando mostraron la relaciéon
que existe entre los canales i6nicos y la
progresion maligna del cancer (Cone &
Tongier, 1971; Hanahan & Weinberg, 2011).

Anteriormente, se pensaba que las cana-
lopatias estaban determinadas por algu-
na mutacion que afectaba las propieda-
des biofisicas de los canales idénicos. No
obstante, el cancer desafié la concepcion
que se tenia del término canalopatia,
debido a que la expresién anomala de
canales idnicos “sanos” participaba en el
desarrollo de las propiedades distintivas
del cancer (hallmarks of cancer) (Hana-
han & Weinberg, 2011; Prevarskaya et al.,
2018), lo que dio origen a los términos
“oncocanalopatias” y “canales idnicos
oncogénicos”. En aflos mas recientes,
la injerencia de los canales i6nicos en
el cancer se puso de manifiesto cuan-
do, a través de ensayos farmacolégicos
que usaban inhibidores de estos (Lang
& Stournaras, 2014) o con el uso de ani-
males modificados genéticamente (con
carencia de algtin gen que codificara para
estos), alguna propiedad cancerigena se
veia disminuida (Ufartes et al., 2013).
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;Qué hacen los canales
ONcogenicos para promover
el desarrollo del cancer?

Se han descrito seis habilidades que las
células cancerosas desarrollan, las cua-
les auxilian el progreso de la enferme-
dad. Dichos mecanismos comprenden:

1) resistencia a la muerte celular
(apoptosis),

2) auto-suficiencia en sefales de

crecimiento,

3) evasion de la accion de moléculas
liberadas en pro de la supresiéon
de crecimiento,

4) invasividad y metastasis, com-
prendida como la dispersion de
celulas cancerosas por el torrente
sanguineo (este tltimo mecanismo
es el responsable de la coloniza-
cion del cancer en tejidos distin-
tos al 6érgano en donde se origind
inicialmente),

5) induccion de angiogénesis, es
decir, los tumores promueven el
desarrollo de vasos sanguineos
para acarrear nutrientes que pro-
vienen del flujo sanguineo, diri-
giéndolos hacia los ctmulos de
células cancerosas, €

6) inmortalidad replicativa (Hanahan
& Weinberg, 2000) .



Cap

En los siguientes apartados se descri-
be y se ahonda sobre el mecanismo de
la expresion anomala de canales ioni-
cos que juega un papel importante en
dichas propiedades distintivas de células
cancerigenas. Cabe destacar que la par-
ticipacion de los canales i6nicos en los
procesos de carcinogénesis y en general
en el desarrollo de las propiedades dis-

itulo 2.

tintivas del cancer es variable y tanto
su actividad como su presencia pueden
verse alteradas en funcién del tipo de
cancer. Sin embargo, tal como se muestra
en la Figura 1, se ha visto que los canales
que por lo general apoyan la ejecuciéon
de dichas propiedades son los canales de
potasio (K'), calcio (Ca*), sodio (Na) y en
menor cantidad de cloro (CI).

Figura 1. Canales idnicos y su participacion en el progreso del cancer.

Kv10.1 Kvll.1
TREK1 TASK3
IP3R TASK1
VRAC ORAII/TRPC1
ASIC1 Kv10.1
Proliferacion
Cavl.l/Cavl.3
incontrolada
Hallmarks del
; CIC-3 ORAIL
cancer Migracion
PIEZO1
Resistencia a la Invasion y Kv10.1 ASICI
ORAI3 p ; 5
apoptosis Metéastasis
Cavl.l/Cavl.3
TASK1
TRPV6 Angiogénesis
Navl.7
P2X7
RaC Navl.6 Navl.5
TRPM2 STIM1/ORAI1/TRPCI1 ORAI1/TRPCI
PIEZO2 Kv10.1
ORAI3
TRPV4 TRPC6

En la figura se muestran algunos de los canales i6nicos que intervienen en el desarrollo de las

propiedades distintivas del cancer.
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Resistencia a la
muerte celular

La apoptosis o muerte celular progra-
mada es un fendémeno homeostatico
mediante el cual el organismo se deshace
de células dafiadas o que han completado
su ciclo de vida (Alberts et al., 2014). La
apoptosis puede ser desencadenada por
multiples factores. Uno de los mas cono-
cidos es debido a un incremento masi-
vo del calcio citosoélico (proveniente de
compartimientos intracelulares o bien del
exterior celular) y la incapacidad de las
células para lidiar con este incremento,
lo que inicia los mecanismos celulares de
muerte celular, incluyendo la activacion
de caspasas o cistein-proteasas (Dane-
se et al., 2021). Tanto la movilizacién del
calcio como sus concentraciones en los
diferentes compartimentos dependen de
la expresion de diferentes canales tales
como canales de calcio activados por vol-
taje (Cav), canales activados por ligando,
canales de calcio activados por libera-
ciéon de calcio (CRAC, por sus siglas en
inglés), canales cationicos inespecificos
o por receptores de potencial transitorio
(TRP, por sus siglas en inglés), etc. (Figu-
ra 2). Asi, para que las células canceri-
genas resistan a la apoptosis necesitan
contar con los mecanismos que impidan
el incremento masivo de calcio citosolico,
asi como mecanismos de resistencia si
esto sucede.

De acuerdo con diferentes investigacio-
nes, la resistencia a la apoptosis se ve
favorecida por la remodelacion homeos-
tatica en las concentraciones de calcio a
través de una reduccion en la expresion
de canales permeables a este ion (por

ejemplo, TRPC1, TRPV6, TRPM2, etc.) y el
vaciamiento de los almacenes intracelula-
res (Tajada & Villalobos, 2020). Las células
de cancer de colon consiguen manipu-
lar y reducir las concentraciones de Ca*
citosoélico mediante un incremento en la
expresion del canal TRPC1 y una dismi-
nucion en el reticulo endoplasmico del
receptor molecular de interaccién estro-
mal 2 (STIM2) (Sobradillo et al., 2014). En
esta misma via, el silenciamiento genético
de STIM2 hizo que las células normales
fueran mas resistentes a la apoptosis.
Por su parte, se encontr6 que en células
de cancer prostatico existe una dismi-
nucion en la entrada de calcio debido a
una reduccion en la expresion del canal
ORAIL, el cual se activa por el vacia-
miento de calcio presente en almacenes
intracelulares, lo que protege a dichas
células de sufrir apoptosis (Flourakis
et al., 2010).

El rol de los canales de K+ en la apoptosis
esta atin en debate, aunque ciertos traba-
jos reportan un papel protector contra la
apoptosis (Luis et al., 2022; Prevarskaya
et al., 2018). En ese sentido, el canal de K*
del tipo K2P, TASK1, se encuentra incre-
mentado en algunas lineas cancerigenas
de pulmén, confiriéndoles mayor resis-
tencia a la apoptosis; el silenciamiento
genético del canal producia que dichas
células incrementaran su apoptosis. Aun-
que el mecanismo anti-apoptotico con-
ferido por la expresion del canal TASK-1
no esta del todo claro, este parece inte-
ractuar con transportadores de nutrien-
tes acoplados al ion sodio, los cuales se
encuentra sobreexpresados en dichas
células donde se realizaron los estudios
(Leithner et al., 2016).
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Figura 2. Movilizacion del Calcio.

Movilizacién de calcio hacia RE

:. Caspasas

Cistein-
proteasas

mediados por calcio

Factores de transcripcion

Entrada, almacenamiento y salida para la activacion de diversos mecanismos.

A) Movilizacion del calcio del lumen reticular hacia la mitocondria.

B) Activacién de via ORAI/TRPC1/STIM1.

C) Factores pro-apoptoéticos dependientes de calcio.

D) Participacion del calcio en la expresion génica mediante la activacion de factores de trans-

cripcion activados por calcio.

Proliferacion incontrolada

La proliferacion celular esta relaciona-
da con el ciclo celular, durante el cual la
expresion de proteinas cambia de forma
ciclica. De esta manera, los canales no
solo son regulados durante el ciclo celu-
lar, sino que ademas son necesarios para
que el ciclo pueda ocurrir. Hay suficiente
evidencia de que los canales i6nicos estan
involucrados en la proliferacion celular de
células sanas (Jin et al., 2015; Movsisyan &
Pardo, 2020), asi que, si este proceso esta
alterado en las células cancerosas, lo mas
probable es que también lo esté su expre-
sion y funcién (Hemmerlein et al., 2006;

Yang et al., 2020). Es factible suponer que
el canal mas importante en este apartado
es el canal de potasio K 10.1, un canal de
K' activado por voltaje y que se encuen-
tra expresado en alrededor del 70 % de
los tipos de cancer (Hemmerlein et al.,
2006; Ufartes et al., 2013), que tiene una
expresion ciclica durante el ciclo celular,
con un incremento marcado durante la
transicion de la fase G2/M, justo antes
de la iniciacion de la mitosis (Sanchez et
al., 2016). La sobreexpresion del Kv10.1
hace que las células incrementen su tasa
de proliferacion, para que puedan crear
tumores soélidos en cuestion de semanas
(Pardo et al., 1999).
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Con base en lo antes mencionado, el
canal Kv10.1 se ha considerado como un
potencial biomarcador. Por lo tanto, los
estudios en el area han redoblado esfuer-
zos para determinar los mecanismos en
los que se ve involucrado. Parte de los
frutos de estas investigaciones sefialan
que el canal Kv10.1 acttia mediante dos
mecanismos: 1) Su expresion participa
en la disociacion de los cilios primarios.
Este tipo de estructuras se presentan
con frecuencia en células con una tasa
de replicacion elevada y se encargan de
sensar las condiciones fisicoquimicas del
espacio extracelular; la disociacién entre
el centriolo y el cilio de la célula madre
desencadena una cadena de sefializacion
que da paso a la replicacién (Sanchez et
al., 2016). 2) La interaccion de Kv10.1 con
el canal ORAIl incrementa la dinamica
en las oscilaciones de las concentracio-
nes de calcio intracelular lo que a su vez
promueve el ensamblaje de la maquinaria
celular, de manera que influye sobre la
actividad del huso mit6tico (microtibu-
los). Asimismo, se ha visto que tiene un
efecto catalitico sobre la separacion de
las cromatidas durante la anafase, de
manera que su sobreexpresion incre-
menta notablemente la tasa de replica-
cién, lo que da paso a la proliferaciéon
(Movsisyan & Pardo, 2020).

Se ha senalado que el proceso de proli-
feracién también se ve incentivado por el
incremento de las corrientes de Ca*?, K
y CI" (generadas por los canales TRPC3,
TRPC6, TRPV6, TRPM7, Cav2.3, Cavl;
TASK-3, KCa, KATP, Kv, GIRK; CIC-3, res-
pectivamente) que promueven un incre-
mento en la sensibilidad hacia factores
que favorecen la division celular (mit6-

genos) (Cone & Tongier, 1971; Prevarska-
ya et al., 2010; Sanchez et al., 2016). Ade-
mas, se ha visto que en células de cancer
prostatico el aumento de corrientes de
Ca* generadas por los canales TRPMS8 y
Cav3 promueve un incremento en la pro-
duccién de mitogenos, lo que evidencia
el papel que tienen dichos canales con
este comportamiento habitual en células
cancerosas. Los canales activados por-el
inositol trifosfato (IP3R) son canales de
calcio y se expresan principalmente en el
reticulo endoplasmico (Figura 2A). Estos
canales liberan iones de calcio hacia el
citosol. Reportes indican que, cuando
este canal es inhibido, las células can-
cerosas mueren, mientras que las células
sanas solo activan el proceso de autofagia
que es la degradacién de componentes
celulares; es decir, estos canales son
imprescindibles para las células cance-
rosas (Cardenas et al., 2010).

Migracion y metastasis

La migracion celular se asemeja al des-
plazamiento de tipo ameboide, pues en
este proceso las células se sirven de la
interaccién con la superficie donde se
encuentren para avanzar, pero en el caso
particular las células cancerosas ellas
utilizan las interacciones con la matriz
extracelular para migrar e invadir teji-
dos u 6rganos vecinos (Hanahan & Wein-
berg, 2000). Por su parte, la metastasis
hace referencia al proceso mediante el
cual las células cancerosas se disper-
san desde un sitio primario -o lugar de
origen- hasta tejidos secundarios (Peco-
rino, 2012). Ademas, en ambos proce-
sos, la remodelacion del citoesqueleto
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es un proceso indispensable. Ejemplos
del papel de canales idnicos en estos
procesos celulares incluyen los reportes
hechos en células de cancer prostatico,
donde se ha observado la sobreexpre-
sion del canal de potasio activado por
Ca* (BKCa) y el cual posee un rol fun-
damental en los procesos de invasion
y metastasis (Gambade et al., 2016).
Ademas de su papel como canal idnico
(permitiendo el movimiento de iones K*),
se ha visto que el canal BKCa interac-
taa con integrinas de tipo avB3, de tal
forma que este complejo promueve la
fosforilacién de las adhesiones focales
mediante la activacion de las quinasas
de adhesion focal (FAK, por sus siglas
en inglés) y con ello facilita el despla-
zamiento celular (Du et al., 2016).

La familia de canales TRP ha sido des-
crita en diversos procesos sensoriales;
pueden ser activados por multiples esti-
mulos (fisicos o quimicos), y permea-
bles a diferentes cationes, entre ellos,
el Ca*. Algunos canales TRP como el
TRPC1, TRPC6, TRPC7 y TRPV2 han
sido descritos como canales mecano-
sensibles, los cuales, se piensa, pueden
ser activados por la presion mecanica
generada por el crecimiento tumoral, lo
que produce la entrada de calcio a las
células y, en tltima instancia, activaria
diversos procesos relacionados con el
proceso carcinogénico. Se ha descrito
que la activacion del TRPC7 conduce
a un incremento de Ca?' citosolico, el
cual produce la activacién del canal de
K*dependiente de calcio KCal.l, con lo
cual se favorece la migracioén y la inva-
sién en cancer de mama y prostatico
(Prevarskaya et al., 2018).

El canal ORAI1 se sittia en la membrana
plasmatica y participa en la remodela-
cién de las concentraciones de calcio a
través de la interacciéon con el STIMI,
localizado en la membrana del reticu-
lo endoplasmatico (Yeung et al., 2020).
Una sobreexpresién de ambos canales
produce cambios en las concentracio-
nes de calcio citoplasmatico y parece
ser que estas oscilaciones promueven la
formacién de adhesiones focales, filopo-
dios, invadopodios y lamelipodios que
son estructuras transitorias tipicas de
células en proceso de migracion (Pre-
varskaya et al., 2018). Algunas investi-
gaciones han sugerido que este proceso
podria estar mediado por las vias Rac y
Ras-GTPasa que participan en la regula-
cion de la actina en procesos de migra-
cion, division y quimiotaxis (Clayton &
Ridley, 2020).

Angiogénesis

Ademas de proliferar sin restriccion y
de colonizar los tejidos con mecanismos
complejos, las células cancerigenas son
capaces de generar un microambiente
para propiciar la continuidad del cre-
cimiento tumoral. De hecho, algunos
estudios sugieren que la remodelacion
de microambientes puede alterar la
regulacion en la expresion fenotipica
(Hanahan, 2022). Esto sucede principal-
mente porque, al reproducirse a ritmos
acelerados, las células cancerosas con-
sumen todo el oxigeno y los nutrientes,
lo que genera un ambiente con una con-
centracion muy baja de oxigeno (hipoxia)
y sin nutrientes. Aunque se esperaria
que la respuesta a estas condiciones sea
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la muerte de los tejidos, este momento
es crucial para la activacion de meca-
nismos para la proteccién de las células
cancerosas; esta accién de proteccion
se da con la liberaciéon de factores de
supervivencia, lo cual, en numerosos
casos, es lo que otorga resistencia ante
algunos de los tratamientos. Asimismo,
estas células elevan su produccién de
energia mediante la degradacion de glu-
cosa (glucolisis); parte de los residuos
resultantes de dicha transformacion son
protones (H"), los cuales son expulsados
al medio extracelular, favoreciendo la
edificacion de un microambiente con
pH acido. El estrés mecanico, la acidi-
ficacion y la hipoxia son factores que
promueven la angiogénesis.

El proceso de formacion de nuevos
capilares es necesario para mantener el
crecimiento tumoral. Todos los tumores
tienen cierto grado de hipoxia, lo que
promueve la formacion de capilares que
distribuyen nutrientes, agua y oxigeno a
las células que conforman el tumor (Muz
et al., 2015). Dentro de los mecanismos
que promueven la angiogénesis se ha
visto una relacion directa con el aumento
de corrientes de Ca* y K, derivadas de la
activacion de los canales TRPC1, TRPC4,
TRPC3, TRPC6, TRPM2, TRPM7, TRPMS,
TRPV4, y Kv10.1, Kv11.1, K 3.1, respecti-
vamente, de manera que la actividad y
movilizacién de ambos iones promueve
la secrecion de moléculas que potencian
la vascularizacion de tejidos cancerosos
(Prevarskaya et al., 2010).

Entre las moléculas que promueven la
angiogénesis, se encuentran los facto-
res de crecimiento del endotelial vascu-
lar (VEFG, por sus siglas en inglés), los
cuales parecen interactuar con canales
TRP y con otros canales de calcio, los
cuales promueven la formacion de nue-
vos vasos sanguineos. Los VEFG pueden
inducir angiogénesis a través de una via
clasica que involucra la activacion de la
fosfolipasa C y la produccion de IP3 y
diacilglicerol, con el subsecuente incre-
mento de calcio intracelular. Sin embar-
go, diversos trabajos muestran que los
VEFGs también pueden inducir la entra-
da de calcio a través de la activacion
de diferentes canales TRP (Smani et al.,
2018). De manera mas particular, algu-
nas publicaciones sugieren que el canal
TRPC1 esta estrechamente implicado en
la angiogénesis, ya que experimentos
muestran que, al suprimir el gen que
codifica para este canal, la expresiéon
de VEGF disminuye y, por lo tanto, el
proceso de angiogénesis también (Wang
et al., 2009). Otro trabajo que reafirma el
papel del canal Kv10.1 en cancer fue el de
Downie y colaboradores (2008), quienes
propusieron que la sobreexpresion del
canal induce un incremento de HIF-1aq,
el cual es un factor de transcripcion
inducible por hipoxia, lo que provoca un
incremento de VEGF, uno de los factores
que influencian la angiogénesis.

19



Capitulo 2.

El pH en el
ambiente tumoral

Una caracteristica coman en la mayo-
ria de los tumores so6lidos es que se
desarrollan en microambientes acidos,
pequenas regiones donde el pH extrace-
lular es bajo. El pH fisioldgico o el ideal
para el correcto funcionamiento del
organismo esta entre 7.3-7.4, mientras
que en los microambientes creados por
los tumores se han descrito valores de
pH entre 6.2 a 7.1 (Webb et al., 2011), lo
que favorece la actividad de multiples
proteinasas, cambios en la concentra-
cién de calcio citosélico y la activacion
de genes involucrados en la metastasis.
Sin embargo, los mecanismos molecula-
res que permiten a las células tumorales
detectar las disminuciones de pH, asi
como las vias de sefializacion activas en
esas condiciones, no son claras.

Se ha sugerido que la acidificacion del
medio extracelular en etapas inicia-
les representa una fase critica para el
desarrollo de propiedades malignas
relacionadas con la propagacion del can-
cer (Damaghi et al., 2013). En este pro-
ceso intervienen canales de tipo ASIC
(Acid-Sensing Ion Channels, por sus siglas
en inglés). El canal ASICla, un canal que
se activa por una acidificacion del pH
extracelular y el cual se ha especulado
como un canal mecanosensible, incre-
menta su expresion en microambientes
acidicos propios de tejidos cancerosos,
cuya supresién se ha ligado con una
reduccion importante de la migracion y
metastasis (Jin et al., 2015; Ruan et al.,
2021). También toma un papel relevante
en la migracion e invasividad de cancer

hepatico, esto se confirmo con ensayos
funcionales en los que notaron la supre-
sién de migracion en células de carcino-
ma hepatico con la delecion del gen codi-
ficante para ASICla. Ademas, se observo
que la expresion de ASICla se ve favo-
recida con la exposiciéon a un ambiente
extracelular con un pH de 6.5, lo que per-
mite suponer que se trata de una retroali-
mentacion positiva, en la que: 1) la acidez
del microambiente promueve la expresion
del canal, y 2) a su vez el incremento de
los canales ASIC favorecen la acidificacion
del medio extracelular (Jin et al., 2017).

¢Por quée un enfoque
canalocentrista?

El uso de farmacos para contrarrestar el
crecimiento tumoral se aplica en trata-
mientos de quimioterapia, pero no es el
unico en el que compuestos quimicos se
utilizan para tratar a las y los pacientes
con cancer. La terapia dirigida contra el
cancer se diferencia de la quimioterapia
en que los compuestos usados en este
ultimo no tienen un blanco en especifico
y acttian mediante compuestos citoto-
xicos, mientras que los farmacos usados
en la terapia dirigida tienen un blanco
celular en particular (proteina, gen), el
cual promueve que el cancer progrese;
de esta manera se busca que disminuya
algun proceso celular, que por lo gene-
ral es la proliferaciéon, aunque también
hay farmacos que pueden disminuir la
migracion, metastasis, angiogénesis u
otros procesos. Hasta la fecha existen
muchos farmacos aprobados para terapia
dirigida contra el cancer, pero ninguno
tiene como blanco un canal i6nico.
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Tomando lo anterior en consideracion,
llega una pregunta fundamental: ;por
qué un enfoque canalocentrista?, hasta
el momento, se ha visto que es indudable
la participacion de los canales idnicos en
el desarrollo, supervivencia y progreso
de invasividad de los diferentes tipos de
cancer, por lo que verlo desde este punto
de vista permite establecer nuevos blan-
cos tanto de diagnoéstico como de trata-
miento. Con la gran evidencia que existe,
se busca que los canales idnicos formen
parte de esta gran gama de moléculas
blanco, pues son convenientes debido
a que la mayoria estan expresados en
la membrana plasmatica y tienen regio-
nes expuestas al ambiente extracelular,
por lo que son mas accesibles que los
blancos intracelulares. Otra ventaja que
tienen los canales i6nicos es que cuando
estos promueven el cancer, por lo gene-
ral, se encuentran sobreexpresados en
las células tumorales, por lo tanto, son
candidatos ideales como blancos far-
macologicos, ya que de esta manera el
farmaco solo se une a las células que se
quieren tratar sin dafar tejido sano y
reduciendo los efectos secundarios.

Conclusiones y
perspectivas a futuro

Como se describid a lo largo del capi-
tulo, los canales i6nicos son sumamen-
te versatiles en lo que respecta a los
mecanismos de promocién de caracte-
risticas cancerigenas, es por ello que
se han postulado como blancos poten-
ciales para terapia dirigida. A pesar de
los avances en el conocimiento de un
amplio nimero de canales i6nicos que
participan en el desarrollo y evolucién
de las propiedades distintivas del can-
cer, hacen falta investigaciones en torno
a las rutas y vias de sefializacion invo-
lucradas, asi como de moléculas que
modulen canales i6nicos especificos.
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