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Concentracion efectiva que incrementa la corriente un 50%.
Human embryonic kidney cells
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1. Introduccion.

1.1. Generalidades.

La membrana plasmatica define los bordes de las células y ayuda a mantener las
diferencias de concentracion entre los componentes presentes en el citosol y el
ambiente extracelular. Es una bicapa lipidica en la cual los fosfolipidos son su
componente principal: moléculas compuestas. de un grupo alcohol, dos é&cidos
grasos y un grupo fosfato. Debido a la hidrofobicidad de los acidos grasos, la
membrana plasmatica es una barrera relativamente impermeable al paso de
moléculas solubles en agua. En todas las células, la membrana plasmética
contiene proteinas, en diferente proporciones segun sea el tipo celular, y alguna
de estas proteinas actian como sensores, lo que permite a las células cambiar su
comportamiento ante una plétora de estimulos y como consecuencia ayudan a
mantener la homeostasis celular (Alberts B. et al., 2015). Dentro de estas
proteinas se encuentran las que facilitan el movimiento de nutrientes, metabolitos
y iones hacia el interior o hacia el exterior celular: las proteinas transportadoras.
Estos transportadores son clasificados en dos grandes grupos: los canales iGnicos

y los acarreadores (Rettinger J. et al., 2016).

1.2. Los canales i6nicos.

Los canales i6nicos son proteinas integrales de membrana, que forman poros
acuosos semipermeables cuando se encuentran en estado abierto, y su propiedad
caracteristica es que permiten el flujo o difusion de iones siguiendo su gradiente
electroquimico, es decir de forma pasiva, lo que permite su movimiento al interior
o exterior de las células sin gasto energético. Ademas, a comparacion de los
acarreadores su tasa de transporte es mucho mas alto y por lo comdn es mas de
107-108 iones/s y su conductancia unitaria varia entre 10-100 pS (Rettinger J. et
al., 2016). Los canales ionicos se pueden clasificar en dos grupos principales: 1)
canales ionicos dependientes de voltaje, los cuales son activados por cambios en
el potencial de membrana de la célula y 2) canales i6nicos activados por ligando,
los cuales son activados por la union de una molécula especifica o ligando en la

cara externa o interna del canal, ejemplo de estos son los canales activados por



neurotransmisores (glutamato, GABA, serotonina, etc.) (Purves D. et al., 2018).
Ademas, existen algunos otros canales i6nicos conocidos como canales
polimodales, los cuales pueden ser activados por ligandos quimicos, cambios de
voltaje y estimulos fisicos como pueden ser la temperatura o la presion
(Chowdhury S. & Chanda B., 2013). Los canales i6nicos se expresan
principalmente en la membrana plasméatica de las células, sin embargo, es posible
encontrarlos en la membrana de algunos organelos intracelulares. En las células
excitables, la coordinacién entre la apertura y el cierre de canales permiten
cambios répidos en el potencial de membrana de las células, lo que genera
potenciales de accion. A pesar de la gran cantidad de canales que existe (en el
humano tiene cerca de 400 genes que codifican para canales) estos comparten
caracteristicas comunes que los separan de los acarreadores: los canales
generalmente se componen de 2 a 6 subunidades transmembranales, aunque
algunos pueden ser polipéptidos grandes, y el poro transmembranal por lo general

se encuentra en el centro de la estructura (Pollard T. D. et al., 2017).

1.2.1. Canales i6nicos dependientes de voltaje.

Los canales idnicos dependientes de voltaje (VGICs, por sus siglas en inglés) son
importantes en muchas de las propiedades bioeléctricas de las células y son
criticos para la comunicacion eléctrica entre ellas. Los VGICs son las principales
proteinas que definen la excitabilidad celular; las neuronas, las células musculares
y las células secretoras los usan para generar respuestas regenerativas
denominadas potenciales de accion, que inician eventos celulares mayores
incluyendo exocitosis vesicular, liberacion de neurotransmisores o la contraccion
muscular (Purves D. et al., 2012; Hille B., 2001). La mayoria de VGICs producen
cambios en el potencial transmembrana que pueden ir de uno a decenas de
milivolts (mV) durante un potencial de accion y permiten el flujo rapido, selectivo y
eficiente de los tres cationes principales: K*, Na* y Ca?; de esta manera, hay tres
familias mayores de VGICs gque son expresados en células de mamiferos: Nav, Kv

y Cav (la “v* denota su actividad dependiente de voltaje) (Hille B., 2001). La

selectividad de los canales de cada familia de VGIC es muy alta pero no es
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perfecta. La discriminacion de los canales para la selectividad de iones es
determinada por secuencias Unicas y conservadas de aminoacidos (por ejemplo,
TVGYG para los canales Kv) que se encuentran en la superficie del filtro de
selectividad, en los dominios P (o hélices) del poro (entre los segmentos S5 y S6)
(Doyle D. A. et al., 1998). Las caracteristicas de activacion dentro y a través de las
varias familias de VGICs pueden variar de manera importante. Ademas, la
activacion de diferentes canales puede estar modulada por muchas moléculas de
sefializacion incluyendo Ca?*, nucledtidos ciclicos, proteinas cinasas, fosfatos,
proteinas G y proteinas accesorias. El canal prototipo de VGIC contiene cuatro
dominios integrales de membrana, cada dominio se compone de seis segmentos
a-hélices de membrana (S1-S6), para un total de 24 cruces transmembranales en
todo el canal i6nico. A diferencia de los Nav y Cav, que se componen de una sola
proteina codificada por un gen en particular, los Kv se forman de la asociacion de
cuatro proteinas separadas las cuales cada una corresponden a una subunidad;
las cuatro proteinas pueden ser codificadas por el mismo gen, formando un
homotetramero, o por genes diferentes, formando un heterotetramero. Los
segmentos S1-S4 de cada domino forman el dominio sensor de voltaje, y los S5y
S6 junto con la hélice del poro forman el dominio formador del poro. Los cuatro
dominios del poro se asocian en una simetria radial para forma el poro del canal

en su centro (Byrne J. et al., 2014).

1.2.2. Superfamilia de canales K*dependientes de voltaje.

Los canales de potasio son por mucho la familia mas grande y diversa de canales
i6nicos; estos son definidos por su habilidad para facilitar el movimiento selectivo
de K* (siguiendo su gradiente electroquimico) a través de la membrana celular.
Hasta la fecha, se conocen aproximadamente 78 genes que codifican para
canales de K*, los cuales pueden ser agrupados con base al estimulo al que
responden (por voltaje o por ligando), a sus propiedades de conduccion
(rectificadores de entrada o de salida) y a su estructura. Usando una combinacion
de estas tres propiedades los canales de K* se clasifican en 4 clases (Huang X. &

Jan L. Y., 2014): canales de potasio dependientes de voltaje (Kv); canales de
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potasio activados por calcio (KCa); canales de potasio rectificadores de entrada
(Kir); y canales de potasio con doble dominio de poro (K2P). Los canales de
potasio dependiente de voltaje se pueden dividir en 12 subfamilias (Kvl-Kv12), y
entre sus funciones principales esta la de ser frenos a la excitabilidad celular,
manteniendo el potencial de membrana en reposo (PMR) de las células cercano al
voltaje de equilibrio para el K* el cual en condiciones fisiologicas es de alrededor
de los - 80 mV (Purves D. et al., 2018).

1.3. El canal de K*Kv10.1 (EAGL).

Los primeros indicios del canal Kv10.1 se remontan a los experimentos realizados
por Kaplan y Trout en 1969, en el cual las moscas de la fruta (Drosophila
melanogaster) fueron expuestas al metanosulfonato de etilo para generar
mutaciones puntuales; algunas de las moscas tratadas de esta forma
desarrollaron un fenotipo de hiperexcitabilidad, caracterizado por temblores en las
patas cuando eran anestesiadas con éter. Un analisis més detallado mostro que la
mutacion se encontré en el cromosoma X y que era una mutacién dominante.
Ellos postularon que dicho fenotipo posiblemente se debia a la remocion de una
influencia inhibitoria presente en las moscas normales (Kaplan W. D. & Trout W.
E., 1969). Aflos mas tarde (Briiggeman A. et al., 1993), se descubrié que esta
influencia inhibitoria provenia de un canal de K*, el canal Kv10.1, el cual en las
moscas normales mantiene el potencial de membrana hiperpolarizado, lejos del
potencial umbral de respuesta reduciendo la probabilidad de que se generen
impulsos depolarizantes espontaneos que conduzcan hacia la liberacion de
neurotransmisor en la unién neuromuscular de la mosca.

Estructura. En humanos el canal Kv10.1 es codificado por el gen KCNH1 y es un
canal perteneciente a la subfamilia EAG (ether-a-go-go). La proteina codificada
por el gen KCNH1 tiene 962 aminoacidos y un peso de 108 KDa (Occhiodoro T.et
al., 1998). El Kv10.1 comparte una organizacion estructural primaria comun con
otros canales de Kv: un canal funcional se ensambla como homotetramero y cada
subunidad tiene 6 segmentos transmembranales (S1-S6). Los dominios S1-S4

constituyen el sensor de voltaje, los dominios S5 y S6 forman el poro altamente
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selectivo a potasio, con los extremos N- y C- terminal localizandose
intracelularmente (Whicher J. R. & MacKinnon R., 2016; Barros et al., 2020).
Ademas, existen tres dominios intracelulares: un dominio Per-ARNT-Sim (PAS) en
el extremo N-terminal que se ha asociado con la deteccion de oxigeno y la
activacion del factor inducible por hipoxia (HIF) (Morais-Cabral J. H. & Robertson
G. A., 2015), un dominio C-enlazador y un dominio homologo de union a
nucleotidos ciclicos (CNBHD) que se encuentran en el extremo C-terminal
(Whicher J. R. & MacKinnon R., 2016). En la region extracelular del canal existe
una region denominada “torreta” que tiene dos sitios de glicosilacién y que
también se ha observado en el canal Kvll.1 (hERG). Parte de la “torreta” forma
una hélice, que se posiciona paralela a la membrana e interactda con el S6. En
esta posicion, la cadena de azucares rodea la abertura extracelular del poro
formando un impedimento estérico que parece prevenir la uniébn de toxinas
inhibidoras bloqueadoras de poro y que explicaria porque hay pocas toxinas con
efecto sobre el canal Kv10.1 (Whicher J. R. & MacKinnon R., 2016).

Biofisica. Las corrientes i6nicas generadas por el Kv10.1 se activan lentamente, y
practicamente no tienen inactivacion (Whicher J. R. & MacKinnon R., 2016; Wang
X. et al.,, 2017). La conductancia unitaria del canal varia entre 4.9 pS en
Drosophila (Briggeman A. et al., 1993) y 8.4 pS en mioblastos humanos
(Stansfeld C. E. et al., 1993). El potencial medio de activacion (Vi2) del canal
Eagl humano es de alrededor de 8.3 mV (Kortim F. et al., 2015). Una
caracteristica especial que presenta el Kv1l0.1 es que su tasa de activacion es
directamente proporcional al potencial de fijacién antes del pulso depolarizante, es
decir, entre mas depolarizado es el voltaje de fijacion la tasa de activacion es mas
rapida (Bauer C. K. & Schwarz J. R., 2001); este fendmeno es parecido al llamado
efecto Cole-Moore (Cole K. S. & Moore J. W., 1960).

Expresion. En humanos, el RNA transcrito del gen KCNH1 se ha detectado en
cerebro y placenta a través de Northern blot (Occhiodoro T. et al., 1998), pero el
canal también es importante en la fusion de mioblastos (Occhiodoro T. et al.,
1998) y se expresa igualmente en testiculos y en la glandula adrenal (Hemmerlein

B. et al., 2006). Hammerlein y colaboradores en el 2006 realizaron un estudio en
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el cual determinaron la expresién del Eagl tanto en tejido sano como en tejido
neoplasico a través de inmunohistoquimica y PCR en tiempo real de 17 tipos de
tumores. Claramente el Kv10.1 se observo en cantidades muy bajas en tejidos no
neuronales, aparte de los testiculos, y estuvo presente en 85% de las muestras de
tumores que se estudiaron. Debido a esta expresion tan diferenciada entre tejido
sano y canceroso, el Kv10.1 se ha usado como biomarcador y como un factor de
pronéstico que frecuentemente se correlaciona con un diagnostico clinico que
sugiere la presencia de células cancerigenas. Ejemplos de esto Ultimo ocurre en
carcinoma de colon (Ousingsawat J. et al., 2007), leucemia mieloide (Agarwal J.R.
et al., 2010), cancer de ovario (Asher V. et al., 2010), cancer gastrico (Ding W. X.
et al., 2007), entre otros. Estudios realizados con ratones a los que se les elimino
el gen que codifica para Kv10.1 mostraron que la ausencia del canal no afecta el
desarrollo de los ratones, ni durante su etapa embriogénica ni durante su etapa
adulta (Ufartes R., 2013). Esto contrasta, con lo observado en humanos donde
mutaciones con ganancia de funcién del canal Kv10.1 originan el Sindrome de
Zimmermann-Laband (SZL) y el Sindrome de Temple-Baraitser (STB), los cuales
ofrecen informacion sobre la importancia fisiologica que tiene el canal Kv10.1.
Ambos sindromes producen deficiencia mental y las dos estdn asociadas con
epilepsia y con hipoplasia de las ufas (Han B. et al., 2017).

Regulacién del Kv10.1, el ciclo celular y el cancer. A través de diversos estudios
se ha observado que la expresion del canal Kv10.1 es modulada durante el ciclo
celular (Briggemann et al., 1997) y que sus propiedades biofisicas cambian a lo
largo del ciclo celular (Pardo L. A. et al., 1998). En condiciones normales, la
expresion del canal Kv10.1 esta regulado negativamente por la via del p53 y la del
retinoblastoma (Rb), que son genes supresores tumorales, el E2F1, que es un
factor de transcripcion y el micro-RNA miR34a el cual es un represor
postranscripcional del h-EAG1 (Stuhmer W., 2017). En células tumorales, la
expresion de p53 y el Rb se ven alterados, con lo cual la expresion del Kv10.1 se
ve incrementada. Asi la expresion correcta del canal permite el progreso del ciclo
celular, mientras que su inhibicion lo detiene (Sanchez A. et al., 2016; Urrego D. et

al., 2014). De esta manera se pone en evidencia el papel del Kv10.1 en la divisién
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celular; no sélo es relevante para la division celular de células sanas sino también

para la proliferaciéon anormal de ciertas células, como las células tumorales.

1.4. El cancer como oncocanalopatia.

Desde su descubrimiento y su posterior clonacién, los canales ionicos han sido
establecidos como objetivos terapéuticos en patologias de células excitables
(arritmias cardiacas o epilepsia), sin embargo, su vinculacion en patologias de
células no excitables es relativamente reciente. En la carcinogénesis se han
identificado un numero significativo de canales i6nicos directamente relacionados
con el cancer, incluyendo canales de sodio, cloruro, calcio y potasio (Lastraioli E.
et al., 2014). La primera evidencia experimental que mostro una relacion causal
entre la expresion anémala de un canal i6nico y el cancer fue presentada por Luis
Pardo en 1999. En este trabajo se demostré que la transfeccion del canal Kv10.1
en lineas celulares de mamiferos, trasformaba el fenotipo normal de esas células
hacia un fenotipo tumoral, caracterizado por una tasa alta de proliferacion y de
metabolismo. Ademas, las células que expresaban el Kv10.1 fueron trasplantadas
subcutaneamente en ratones inmunosuprimidos, los cuales en cuestiéon de
semanas desarrollaron tumores invasivos (Pardo L. A. et al., 1999).

Si bien el cancer por su naturaleza es una enfermedad genocentrista, ya que es
un conjunto de enfermedades que involucra a los genes que controlan como la
células crecen y se dividen, existe consenso y evidencia de que la expresion
anOmala de canales iénicos, tanto en la membrana celular como en organelos
intracelulares, esta involucrada en la progresion neoplasica y en la adquisicién de
un perfil molecular especifico de célula tumoral, incluyendo una alta tasa de
proliferacion, resistencia a la apoptosis, estimulacion de angiogénesis, invasividad
y metéstasis (Brackenbury W. J., 2016; Prevarskaya N. et al., 2018; Pardo L. A. &
Stuhmer W., 2014). La relacién entre la expresion aberrante/funcional de algun
canal ionico y su papel en alguno o varios de los procesos caracteristicos de la
carcinogénesis dio como resultado el uso de los términos de oncocanolapatias y el

de canales oncogénicos.
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1.5. Farmacologia del canal Kv10.1 en la terapia anticancerigena: activadores
como posible herramientas biofisicas y terapéuticas.

Como describimos arriba, la importancia clinica del canal ha llevado a la busqueda
de compuestos especificos contra este canal que puedan emplearse como
farmacos reguladores, sin embargo, la mayoria de los compuestos ensayados
muestran poca especificidad. Moléculas pequefias tales como el astemizol
(Garcia-Quiroz J. & Camacho J., 2011), imipramina (Gavrilova-Ruch O. et al.,
2002) o el mibefradil (Gomez-Lagunas F. et al., 2017) han mostrado propiedades
inhibitorias sobre la actividad del canal Kv10.1, sin embargo, también muestran
tener actividad sobre otros canales ionicos. Esta accion inhibitoria de los
compuestos sobre el canal se ha asociado con la disminucidn de caracteristicas
del proceso carcinogénico, por ejemplo, la imipramina demostré disminuir la
proliferacion en células de linea celular IGR1 el cual es un modelo de melanoma
(Gavrilova-Ruch O. et al., 2002) y el astemizol disminuyo el crecimiento tumoral en
lineas celulares CHO y MDA-MB435S que sobreexpresaban el Kv10.1 (Garcia-
Quiroz J. & Camacho J., 2011). Otra estrategia farmacoldgica ha sido el uso de
anticuerpos, como es el caso del mAb56, el cual es un anticuerpo dirigido contra
regiones extracelulares del Kv10.1 y el cual no interfiere con la actividad de los
canales Kv10.2 o Kv11.1, los cuales son estructuralmente muy parecidos al
Kv10.1. El mAb56 también mostré que disminuia el crecimiento de lineas celulares
de origen tumoral que sobreexpresan el Kv10.1 (Gémez-Varela D. et al., 2007).
Finalmente, la busqueda de compuestos moduladores también se ha centrado en
el uso de fracciones peptidicas provenientes del veneno de animales ponzofiosos,
siendo 4 las descritas hasta el momento, sin embargo, la potencia de estos
compuestos es baja, con concentraciones inhibitorias 50 (ICso; concentraciones
gue inhiben el 50% de las corriente) en el rango micromolar, en comparacion con
la de otras toxinas que tiene como blanco de accién canales iénicos (Moreels L. et
al., 2017, 2016; Ma L. et al., 2018).

La inhibicion del Kv10.1 ha sido la via mas usada para contrarrestar las
caracteristicas asociadas a la sobreexpresion del canal en células tumorales. Sin

embargo, el uso de activadores o potenciadores del canal puede ser también una
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alternativa, tanto para conocer més acerca de la biofisica del canal, asi como de
intervenir en la progresion maligna de células cancerigenas.

El movimiento de iones, a través de la apertura de diversos canales idnicos que se
expresan en la membrana celular, es un mecanismo fundamental que regula
multiples funciones en los diversos tejidos del organismo. La apertura de canales
ionicos y el flujo de iones impacta de manera principal en el potencial de
membrana de las células y el cual esta asociado al inicio, modulacion o
finalizacion de mdultiples procesos celulares. En células excitables los canales de
K* son piezas claves en modular el PMR y la excitabilidad celular ya que cuando
la [K*]i disminuye el potencial de membrana se ve hiperpolarizado, alejandolo del
valor que se necesita para que ocurra un potencial de accion; como consecuencia,
diversas canalopatias asociadas a éstos canales, tienen como caracteristica la
depolarizacion del PMR de las células donde se expresan, afectando procesos
tales como la secrecion de hormonas, la liberacidbn de neurotransmisores y/o
diversas vias de sefializacion. En estas patologias, en las cuales existe una
depolarizacion del potencial de membrana, el uso de moléculas con propiedades
de activadores o0 agonistas (openers) de canales de K* se han propuesto como un
modo para contrarrestar la depolarizacién del potencial de membrana, debido a
qgue la apertura de estos llevaria el PMR hacia valores mas negativos, cercanos al
potencial de equilibrio del K* (Barrese V., et al., 2010; Kapetanovic I. M. &
Rundfeldt C. 1996). Entre las patologias que se asocian a esta caracteristica estan
desordenes neurolégicos como la epilepsia, ataxias, miotomia, etc. A estas
patologias se puede incluir el cancer, ya que la mayoria de las células
cancerigenas tienen potenciales de membrana bastante depolarizado, respecto a
las células de donde se originan (Binggeli R. & Weinstein R. C., 1986). La
sobreexpresion de Kv10.1 en diversas células tumorales hace factible el uso de
openers que reviertan el potencial de membrana depolarizado llevandolo a un
estado mas hiperpolarizado, y que disminuyan alguna de las propiedades

malignas de los tumores.
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1.6. El potencial de membranay cancer.

Los canales ionicos al permitir el paso de iones a través de la membrana tienen la
capacidad de alterar el PMR. Estos cambios de voltaje transmembranal
intervienen en varios procesos como en el control del volumen celular, en la
proliferacion celular y en células excitables en la generacion de potenciales de
accion y contractibilidad, entre otros (Abdul Kadir A. L. et al., 2018). Con respecto
a su rol en la proliferacion celular, investigaciones realizadas por C. D. Cone en
los afios 70’s condujeron a que éste formulara su “teoria unificada sobre el
mecanismo basico de control normal mitético y oncogénesis” (Cone, Jr. C. D.,
1971). Los experimentos fueron conducidos tanto en células excitables como en
células somaticas. En general, €l observo que las células que estan en fase de
proliferacion tienen un potencial de membrana menos negativo con respecto a
esas mismas células en un estado mitéticamente arrestado, por ejemplo, las
células CHO en proliferacion tienen un voltaje cercano a -10 mV, mientras que
cuando se llega a una inhibiciébn mitética por contacto el voltaje es cercano a -65
mV (Cone, Jr. C. D., 1974). De la misma forma cuando artificialmente se cambio la
concentracion de [Na']i se observaron resultados similares. En general estos
experimentos mostraron que un aumento en la [Na'], que causa una
depolarizacion del PMR, se correlaciona con induccién de respuestas mitogénicas
y una disminucién en la [Na']i, que causa una hiperpolarizacion del PMR, se
asocia con arresto mitotico. Cone también investigo el potencial de membrana en
células cancerosas como células de sarcoma en las cuales demostré que tenian
un potencial muy depolarizado y tenian una concentracion de [Na*]i mas alta con
respecto a lo que ocurria en células de tejido sano adyacente (Cone, Jr. C. D.,
1974).

1.7. Posibles moléculas con propiedades activadoras sobre el Kv10.1.

Los potenciales openers del Kv10.1 que se ensayaron pertenecen a una categoria
de drogas farmacéuticas denominada “moléculas pequefias” que se diferencian de
otra categoria de farmacos llamada “drogas biofarmacéuticas”. Las moléculas

pequefias usualmente se derivan a partir de sintesis quimica. Una molécula
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pequefia tipicamente tiene una masa menor a 1000 g/mol o 1kDa. Debido a su
pequefio tamafio estos tipos de moléculas pueden ser modificadores alostéricos
efectivos de diversas proteinas, ya sea extracelulares o intracelulares (Chhabra
M., 2021).

Las moléculas seleccionadas en esta tesis son: el acido dehidroabiético (DHA), el
NS1643 y el PD-118057. La estructura quimica de estos se puede observar en la
Fig. 1. El DHA es un componente de la resina de varias especies de Pinus, es
hidrofébico y contiene un &cido carboxilico en su extremo y su peso molecular es
de 300.4 g/mol. Acidos como el DHA contenidos en la resina, tienen una
estructura de 3 anillos, por lo que muy probablemente actian sobre los canales
i6nicos al igual que lo hacen los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS, por sus
siglas en inglés) (Silvera Ejneby M. et al., 2018). Se ha visto que un activador de
canales BK y Shaker (Ohwada T. et al., 2003; Ottosson N. E., et al., 2015).

El compuesto NS1643 tiene un peso molecular de 380.24 g/mol, es una molecula
que se compone de dos grupos fenoles trifluoreometilados enlazados por una
molécula de urea. Este compuesto ha sido ensayado en el canal Kv11l.1 (ERG1 o
KCNH2), donde ejerce un efecto activador (Lansu K. & Gentile S., 2013), también
es activador del canal Kvl1l.3 (ERG3 o KCNH7) (Perez-Neut et al., 2016).
Igualmente ha mostrado activar el canal Kvl11l.2 (ERG2 o KCNH6) (Elmedyb P.,
2007).

El PD-118057 es una molécula con una estructura principalmente hidrocarbonada,
presenta tres anillos y en su terminal presenta un acido carboxilico el cual se
ioniza en condiciones acuosas Yy confiriendo a la molécula una carga negativa; el
compuesto tiene un peso molecular de 386.27 g/mol. La molécula se ha reportado
que es un activador del canal Kv11.1. Se ha descrito que éste y otros compuestos
(BL-1249 y NS11021) que presentan un grupo cargado negativamente (carboxilico
o tetrazolio) también actian como openers para los canales TREK-1, BKCa y
hERG.
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Figura 1. Estructura quimica de los compuestos a ensayar sobre el canal Kv10.1.
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2. Justificacion.

En el cancer muchas proteinas y componentes celulares se ven involucrados y
cada uno de estos participan en la progresion de la enfermedad. La identificacion
de estos componentes y su caracterizacion funcional permitirdn proponerlos como
potenciales blancos farmacolégicos que ayuden a detener la progresion de la
enfermedad. De esta forma gracias a investigaciones realizadas en los ultimos
afos, se ha encontrado que el canal i6nico Kv10.1 es un buen candidato para
ensayar compuestos que potencialmente tengan un efecto positivo contra el
padecimiento del cancer debido a que: 1) se sobreexpresa de forma aberrante en
muchos tumores y aunado a una baja expresion en tejidos sanos disminuye la
posibilidad de efectos secundarios, 2) se encuentran en la superficie de las
membranas plasméticas, por lo tanto facilitan el disefio de drogas y los convierte
en un blanco accesible desde el espacio extracelular y 3) algunos los canales
iGnicos ya son dianas farmacoldgicas para el tratamiento de otras enfermedades y
actualmente el 13% de los farmacos comerciales conocidos tienen como blanco
un canal ionico, los cuales se usan para tratar diferentes condiciones
fisiopatolégicas, incluyendo enfermedades cardiacas y neurolégicas (Bagal S. K.
et al., 2013; Clare J. J., 2010; Huang X. & Jan L. Y., 2014).

Debido a la sobreexpresion del canal Kv10.1 en muchos tipos de tumores, lo
normal ha sido observar que la inhibicion de la actividad del canal afecta la
progresiéon cancerigena, y de hecho, la inhibiciéon farmacolégica del canal (usando
moléculas pequefias), tanto en modelos in vitro como in vivo (ratones con
tumores), han mostrado resultados positivos, aunque dichos compuestos han
mostrado poca especificidad (Bernal-Ramos G. et al., 2017).

En la presente tesis, se explora el efecto de inducir la apertura del canal i6nico
para incrementar la corriente idnica, en lugar de intentar bloquear al Kv10.1,
buscando estudiar el efecto que pueden tener activadores (openers) de canales
de K* sobre la tasa de proliferacion, migracion y viabilidad de células que
sobreexpresan el canal Kv10.1.
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3. Hipotesis.

Las moléculas pequefias por evaluar potenciaran las corrientes macroscopicas del
canal oncogénico de K* Kv10.1. Dichas moléculas disminuiran la tasas de
proliferacion, migracion y viabilidad, propiedades estrechamente asociadas con

células tumorales.

4. Objetivos.
4.1. Objetivo general.

Estudiar el efecto de las moléculas pequefias que faciliten la apertura del canal
oncogénico de K* Kv10.1 y describir el efecto que estos compuestos tienen sobre
la proliferacion, migracion y viabilidad de células con sobreexpresién del canal
Kv10.1.

4.2. Objetivos particulares.

1. Estudiar mediante ensayos electrofisiolégicos los compuestos: &acido
dehidroabiético, NS1643 y PD-118057 sobre las corrientes ionicas
generadas por el canal Kv10.1.

2. Cuantificar el cambio del potencial de membrana en reposo de las células
HEK-Kv10.1 en ausencia y presencia de cada compuesto.

3. Realizar curvas dosis-efecto de los compuestos ensayados en los registros
electrofisiolégicos.

4. Comparacion entre las ECso de los compuestos ensayados sobre la
actividad del canal Kv10.1.

5. Evaluar el efecto de los compuestos ensayados sobre la tasa de
proliferacion, migracién y viabilidad en células con sobreexpresion del canal
Kv10.1.
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5. Materiales y métodos.

5.1. Cultivos celulares.

Para los ensayos electrofisiolégicos se usaron las lineas celulares HEK293
(Human Embrionary Kidney, por sus siglas en inglés) silvestres (wild type), las
cuales de aqui en adelante las denominaremos HEK-WT vy las células HEK293 las
cuales expresan heterologamente de forma estable el canal i6nico de potasio
Kv10.1 (HEK-Kv10.1) de humano (donadas gentilmente al LaNCa por el Dr. Walter
Stihmer, del Instituto Max-Planck de Alemania). Las células HEK-WT se
mantuvieron en medio de cultivo DMEM (12800-017, Gibco) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) (26140087, Gibco), 1% de
penicilina/estreptomicina (15140122, Gibco). El medio de cultivo de las células
HEK-Kv10.1 fue el mismo que el de las HEK-WT, al cual se le adicioné el
antibiotico de seleccion zeocina (R25001, Invitrogen) (30 ug/ml). Las células se
incubaron a 37 °C y 5% de CO2. Pasadas 18 a 24 horas después de sembradas,
las células se levantaron a través de medios enzimaticos y mecanicos, para esto a
las células en placas o pozos de cultivo se les retir6 el medio de cultivo y se les
afiadio tripsina durante 1 minuto, posteriormente se les agregé medio de cultivo
completo y se procedié a disgregar las células adheridas con una pipeta de cultivo
(disociaciébn mecénica), las células en suspension se centrifugaron durante 5
minutos, después el sobrenadante es retirado, se afiade medio nuevo y las células
se depositan en cristales circulares (18 mm de diametro) y se incubaron durante 2
horas a 37 °C y 5% de CO2. Posteriormente, los cristales con las células se

colocaran en la camara de registro para comenzar los registros electrofisiolégicos.

Para los ensayos funcionales de migracion, viabilidad y proliferacién, se usaron las
lineas celulares CHO (Chinese hamster ovary, por sus siglas en inglés) silvestres
(CHO-WT) y CHO las cuales expresan de forma estable el canal ionico de K*
Kv10.1 (CHO-Kv10.1) de humano (donadas gentilmente al LaNCa por el Dr. Luis
Pardo a través del Dr. Francisco Javier Camacho Arroyo). Las células CHO-WT se
mantuvieron en medio de cultivo combinado (a una proporcion de 1:1) de DMEM y
F-12 (12800-017, Gibco) suplementado con 10% de SFB (26140087, Gibco), 1%
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de penicilina/estreptomicina (15140122, Gibco). El medio de cultivo de las células
CHO-Kv10.1 fue el mismo que el de las CHO-WT, al cual se le adiciond el
antibiotico de seleccion zeocina (R25001, Invitrogen) (30 ug/ml). Las células se
incubaron a 37 °C y 5% de CO:..

5.2. Electrofisiologia.

Las corrientes idnicas generadas por las células HEK-Kv10.1 fueron estudiadas
mediante la técnica de patch-clamp en el modo de fijacion de voltaje (voltage-
clamp) en la configuracion de célula completa (whole-cell). Los experimentos se
realizaron a temperatura ambiente (20-25 °C) y las células fueron perfundidas
constantemente con solucion extracelular estdndar (Tabla 1) mediante un sistema
de perfusion por gravedad (2.5 ml/min). Para construir las gréficas de corriente
contra voltaje (I-V), el potencial de membrana de las células se fij6 a -70 mV,
desde este voltaje las corrientes fueron activadas con pulsos de voltaje de -100 a
+50 mV en pasos de 10 mV, los cuales tenian 250 ms de duracion (Fig. 2A). Para
obtener el curso temporal del efecto de los farmacos, asi como el analisis
estadistico se utilizd6 un pulso fijo a 0 mV con 250 ms de duracion (Fig. 2A),
aplicado cada 3 o 5 segundos, dependiendo del efecto del compuesto.
Adicionalmente, se realizaron rampas de voltaje de -100 a +50 mV con un
segundo de duracién y aplicados cada 3 segundos (Fig. 2B),.

Para los experimentos en donde se cuantificé el PMR de las células y el efecto de
los compuestos sobre éste, se utilizd la configuracion de fijacion de corriente
(current-clamp). En esta configuracion, el PMR de cada células se dejo libre (no sé
inyecto corriente), y se muestreo a 10 KHz. El protocolo de registro consistié en 1
minuto de registro control, 1 minuto de registro en presencia de los compuestos de

interés y después de esto el lavado (Fig. 2C).
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-100 mV
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control Cx lavado
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Figura 2. Protocolos electrofisioldgicos. A) Protocolos en modo de fijacidn de voltaje. Arriba, protocolo de
pasos de voltaje para construir las curvas I-V, inicia en -100 mV y termina en +50 mV en saltos de 10 mV. El
segundo protocolo es un pulso fijo a 0 mV. Los dos protocolos parten y terminan en un voltaje de
mantenimiento de -70 mV. B) Rampa de voltaje de -100 mV a +50 mV, con una duracion de 1 s utilizada para
construir curvas I-V. C) Protocolo en modo de fijacion de corriente para evaluar los cambios sobre el PMR. El
protocolo no inyecta corriente, es decir, se permite que la célula se mantenga en su PMR libre. El protocolo

consiste de 3 fases (control, compuesto (Cx), lavado), cada una con una duracién de 1 minuto.

Las corrientes se registraron con un amplificador Multiclamp 700B (Molecular
Devices), a una velocidad de muestreo de 10 kHz. Los datos se digitalizaron
usando el conversor analégico-digital Axon Digitada 1550 (Molecular Devices). El
control de los estimulos y la adquisicion de los datos se realiz6 con el programa
pClamp 10 (Molecular Devices). En estos experimentos se usaron pipetas con una
resistencia de 4-6 MQ fabricadas con capilares de vidrio de borosilicato (Kwik-Fil,

WPI, USA). Cada pipeta se llené con solucion intracelular ( Tabla 1).
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Reactivos Solucién intracelular [mM] | Solucién extracelular [mM]
KCI 140 5.4
NacCl - 140
MgCl2 1 1.2
EGTA 10 -
HEPES 10 10
Glucosa - 10
CaClz - 1.8
pH 7.2 7.4
Osmolaridad 300 mOsm 300 mOsm
pH 7.2 ajustado con KOH 7.4 ajustado con NaOH

Tabla 1. Soluciones para los registros electrofisioldgicos.

Los compuestos fueron aplicados directamente a la célula de interés mediante un
sistema de perfusion por gravedad VC-6 acoplado a un controlador de vias (SF-
77B, Warner Instruments). Para la construccion de las curvas dosis-respuesta, los
valores normalizados de corriente se graficaron y se ajusté a una Ec. de Hill.

CTl

Potenciacion = Bmax ———
EC50™ + ¢cn

en donde, Bmax es la potenciacion maxima, ECso la concentracion a la cual se
potencia el 50% de la corriente, c es la concentracion de la molécula ensayada y n

es el coeficiente de Hill.

5.3. Ensayo de viabilidad.

Todos los ensayos funcionales se realizaron con células CHO-WT y CHO-Kv10.1.
Las células CHO-Kv10.1 fueron expuestas a ensayos de patch-clamp para
verificar que las células generaran las corrientes tipicas del canal Kv10.1 y
verificar la presencia del canal Kv10.1.

La viabilidad celular se cuantific6 a través de la medicion simultanea de la

fluorescencia emitida por las moléculas calceina-AM de color rojo-anaranjado
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(577/590 nm) (C34851, Invitrogen™) y DAPI (377/447 nm) (D21490, Invitrogen™).
Las células CHO-WT y CHO-Kv10.1 se sembraron a una concentraciéon de 20,000
células por pozo en placas de cultivo de 24 pozos (#3524, Costar) y se incubaron
a 37 °C y 5% de CO2 durante 24 horas. Transcurrida las 24 h, el medio de cada
pozo fue sustituido por nuevo medio completo adicionado con cada una de las
moléculas a ensayar y se incubaron durante 24 h. Transcurrido dicho tiempo, el
medio de cada pozo fue sustituido por medio solo que contenia calceina-AM (1
puM) y DAPI (300 nM); las células en estas condiciones fueron incubadas durante
15 min. Terminado el tiempo de incubacion el medio es cambiado por PBS
(solucién amortiguadora de fosfato con pH 7.4, por sus siglas en inglés) debido a
gue el medio de crecimiento presenta fluorescencia; después las placas de cultivo
con las células fueron colocadas en el en el equipo ImageXpress Micro XLS
(Molecular Devices), el cual es un microscopio invertido automatizado. Las células
vivas fueron aquellas que mostraban sefial fluorescente para calceina y las células
muertas aquellas que mostraban sefial para DAPI. Las imagenes fueron tomadas
usando un objetivo de 20x. Para la cuantificaciébn de células vivas y muertas se
tomaron 9 imagenes por pozo. Como control positivo de células muertas se uso
Triton al 0.1% y para comparacion con el NS1643 y el DHA, que son
potenciadores del canal Kv10.1, se ensayo el astemizol a 10 uM el cual es un
inhibidor del canal. El conteo total de células, para cada condicién, representa 3
experimentos independientes realizados por duplicado. Las fotografias capturadas

fueron analizadas por el procesador de imagenes FIJI (Schindelin et al., 2012).

5.4. Ensayo de proliferacién.

Para evaluar el efecto de las molécula de interés sobre la proliferacion celular se
utilizé el ensayo de MTT. El cual es un ensayo colorimétrico basado en la
reduccion de la molécula de bromuro de 3-(4,5-dimetilltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT; que es una sal de tetrazolio que mide la actividad de varias
enzimas deshidrogenasas) a formazan. Esta reaccion ocurre en las mitocondrias y
por esta razon soélo en células vivas. La metabolizacién del MTT, que es de color

amarillo produce cristales de formazan de color azul oscuro. La cantidad de
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formazan generado es directamente proporcional a la cantidad de células
presentes (Mosmann T., 1983).

El efecto de las moléculas pequefias sobre la proliferacion se determind
afadiéndolos a células CHO-WT y CHO-Kv10.1 en cultivo durante 72 h. Las
células fueron sembradas en placas de cultivos de 96 pozos a una densidad de
500 células por pozo en un volumen de 100 pl. Las placas con células fueron
mantenidas en una incubadora (37 °C y 5% CO3) durante 24 h para favorecer su
adhesion a la placa y que se recuperaran del tratamiento enzimético. Pasado este
tiempo el medio de cultivo de las placas se sustituyé con el medio de cultivo
adicionado con los compuestos de interés, y se realizd la primera medicidon con
MTT, este momento fue considerado el tiempo O del experimento. Para la lectura
de MMT en cada pozo, el medio de cultivo es retirado y sustituido con 100 ul de
medio mas 10 pl de MTT (12 uM) el cual se deja incubando por 4 h; al concluir
este tiempo se retiran 75 pl del medio con MTT y se adiciona 50 pl DMSO (el cual
disuelve los cristales de formazan) durante 10 min. La absorbancia fue medida en
el lector multimodal de placas FlexStation 3 (Molecular Devices) a una longitud de
onda de 570 nm. Cada 24 horas se realizaba el recambio de medio adicionado
con cada molécula de interés. Los datos obtenidos representan 3 experimentos

independientes realizados por triplicado.

5.5. Ensayo de migracion.

Para evaluar el efecto de los compuestos de interés sobre la migracion de células
CHO-WT y CHO-Kv10.1 se realiz6 el ensayo del cierre de herida.
Para reducir las variaciones en el tamafo de las heridas entre pozo y pozo, los
experimentos se realizaron con unos insertos plasticos (#CBA-120, Cell Biolabs,
INC) los cuales se colocaron en placas de 24 pozos; estos insertos generan un
espacio en el fondo de los pozos (donde no se adhieren células) con un ancho
aproximado de 0.9 mm. Después de colocar los insertos, las células en
suspension (0.5 ml) se agregaron a los pozos a través de espacios laterales en los
insertos a una concentracion de 1x10°% células por pozo. La placa con células e

insertos se colocan en la incubadora toda la noche para favorecer la formacion de
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una monocapa de células. Transcurridas 24 horas de cultivo y para que los
cambios observados se consideren debidos a la migracion y no a la proliferacion
celular, el medio de cultivo de los pozos se retira y es sustituido por medio con
0.5% de SFB y con 12 yM de mitomicina C durante 3 horas. Después de tres
horas el medio se vuelve a sustituir con medio completo adicionado con las
moléculas de interés. Todos los compuestos a evaluar se prepararon a una
concentracion de 10 uM y 100 yM. En este momento se adquieren las imagenes
para todos los pozos y se considera el tiempo 0 h. Después de 24 horas, se retira
el medio de cada pozo (esto es para retirar células no adheridas al sustrato) y se
sustituye por medio fresco con las mismas condiciones anteriores, hecho esto se
capturan las imagenes correspondientes a las 24 horas. Todas las imagenes
fueron adquiridas en el equipo ImageXpress Micro XLS (Molecular Devices)
usando un objetivo de 4x. El analisis de imagenes se realiza usando el procesador
de imagenes FIJI (Schindelin et al., 2012).

5.6. Moléculas.

Todos los compuestos fueron almacenados a -20°C en stocks disueltos en DMSO
y a una concentracion de 50 o 100 mM. Para los experimentos electrofisioldgicos
los compuestos se disolvieron a la concentracién deseada en solucion extracelular
normal de registro.

NS1643 (SC-204135, Sigma-Aldrich); Acido dehidroabiético (SC-499572B, Santa
Cruz Biotechnology); PD-118057 (P5624-5M, Sigma-Aldrich); Dimetilsulfoxido
(D0231, Biobasic); Tritbn™ X-100 (X100-100ML, Sigma-Aldrich); Astemizol
(A2861, Sigma Aldrich).

5.7. Andlisis.

Para los ensayos electrofisiologicos, en donde se comparaban amplitudes de
corriente normalizada de situacion control versus amplitudes de corriente
normalizada de un tratamiento se utilizé una prueba t de Student pareada. Para el
analisis de los ensayos funcionales se realiz6 un ANOVA de una via y la prueba

de Tukey como prueba post-hoc para conocer si los tratamientos tienen una
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significancia estadistica con respecto al control. Se considerd que el resultado es
estadisticamente significativo si el valor P es menor a 0.05. Los resultados fueron

graficados y analizados usando los paquetes del software Origin 2016 (OriginLab).
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6. Resultados.

6.1. Expresion y caracterizacion de las corrientes de K* en células HEK-WT y
HEK-Kv10.1.

La primera parte de los experimentos se encaminaron a caracterizar, mediante
ensayos electrofisiolégicos, el efecto de las moléculas DHA, NS1643 y PD-118057
sobre las corrientes generadas por el canal Kv10.1. En nuestras condiciones
experimentales, las células HEK con expresion estable del canal humano Kv10.1
(HEK-Kv10.1) generaron corrientes macroscopicas dependientes de voltaje muy
similares a la reportadas en la literatura, las cuales incrementaron su amplitud de
forma dependiente con la depolarizacion del potencial de membrana, la corriente
se activo de una manera relativamente lenta y no se observé inactivacion durante
el estimulo de voltaje (Fig. 3A). Para corroborar que el canal Kv10.1 era
expresado Unicamente en esta linea celular, se registraron las corrientes
macroscopicas, usando el mismo protocolo experimental, en la linea celular
HEK293 silvestre (HEK-WT) (Fig. 3B). De manera similar a lo reportado en la
literatura, cuando se graficé la amplitud de la corriente de las células HEK-Kv10.1
(medida en la parte estable) en funcion del voltaje se obtuvieron gréficas corriente-
voltaje (I-V) en las cuales se puede observar que las corrientes tenian un
comportamiento rectificante de salida (Fig. 3C). Estos resultados demuestran la
expresion funcional del canal Kv10.1 en esta linea celular. Las corrientes ionicas
generadas por pulsos de voltaje depolarizantes en las células HEK-WT fueron de
menor amplitud en un orden de magnitud que las registradas en las células HEK-
Kv10.1 y parecieron ser debidas a la activacién de un canal de K* expresado de
forma nativa en estas células. Al realizar las graficas |-V de los trazos obtenidos
en HEK-WT se observa un comportamiento lineal, atribuido probablemente a
conductancias denominadas de fuga (Fig. 3C). En la Fig. 3D se observa una
grafica de barras con la cuantificacion y comparacion de las corrientes i6nicas de
las dos lineas celulares generadas a +50 mV, con valores de 0.15 + 0.01 nA en las
HEK-WT vs 3.75 £ 0.62 nA en las HEK-KV10.1 (P<0.01, prueba t de Student no
pareada). Posteriormente, se evaluo si la aplicacion de pulsos fijos de voltaje a 0

mV producia corrientes Kv10.1 estables. Como se puede observar en la Fig. 3E-F,
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las corrientes Kv10.1 no mostraron una desensibilizacion ante estimulos
repetitivos y no se vieron afectadas significativamente por la aplicacion de DMSO
(vehiculo en el cual se diluyen los farmacos lo que dio seguridad para realizar los
ensayos farmacolégicos). EI DMSO se evalu6 a una concentracién de 0.1% el cual
fue la concentracion de DMSO mas alta que se usé. EI DMSO fue aplicado
durante 3 minutos, tiempo mayor al cual (como se mostrara mas adelante) los
compuestos fueron perfundidos. EI DMSO no produjo un efecto significativo sobre
las corrientes generadas con un pulso a 0 mV, con valores control promedio de
0.93 £ 0.33 nAy de 0.91 £ 0.32 nA en presencia del DMSO (P>0.05; n = 4, prueba
t-Student pareada).
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Figura 3. Corrientes macroscopicas en células HEK-Kv10.1 y HEK-WT. A) Corriente macroscdpica tipica de
una célula HEK293 con expresion estable del canal Kv10.1. B) Corriente macroscépica de una célula HEK293
silvestre (WT). C) Curva corriente-voltaje (V) promedio en células HEK-Kv10.1 (n = 34) y HEK WT (n = 24). D)
Gréfica de barras con el promedio de la amplitud de las corrientes medidas a +50 mV en las células HEK-WT
y HEK-Kv10.1; los circulos vacios a cada lado las cajas representan los valores de cada una de las células
registradas. E) Curso temporal de las corrientes Kv10.1 generadas a 0 mV en presencia de DMSO durante
tres minutos. En el inserto se pueden observar corrientes en situacidn control (trazo y circulo negro) y en
presencia de DMSO (trazo y circulo rojo). F) Grafica IV en situacidn control y en presencia de DMSO (n = 4).

La linea punteada en rojo en la figura A, By en el inserto de la E representa O pA de corriente.
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6.2. Estimacion del potencial de membrana y capacitancia de las células
HEK-Kv10.1 y HEK-WT.

A la par de estos controles, se midi6 el PMR de ambas lineas celulares; las
células HEK-Kv10.1 mostraron un PMR més hiperpolarizado que las células HEK-
WT (-44.4 £1.5 mV y-5.7 £ 1.0 mV, respectivamente) (Tabla 2 y Fig. 4); el PMR
de las células HEK-Kv10.1 se acerco al potencial de equilibrio tedrico para el ion
K* (basado en nuestras soluciones de registro) que es de -83.63 mV (a
temperatura ambiente). El valor de capacitancia celular, el cual tiene relacién con
el &rea de membrana celular también fue estadisticamente mayor en las células
HEK-Kv10.1 con respecto a las WT (Tabla 2).

PMR (mV) Capacitancia (pF) n

HEK-WT -57%+1.0 136+1.1 31

HEK-Kv10.1 444 +1.5 18.7+x1.1 78
Valor de P <0.001 <0.01

Tabla 2. Promedio del PMR y capacitancia en células HEK-WT y HEK-Kv10.1. Los valores de P fueron

obtenidos de un t-test para muestras no pareadas.
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Figura 4. PMR en células HEK-WT y HEK-Kv10.1. Grafica de distribucion de frecuencias del PMR de todas las

células contabilizadas.

6.3. Las moléculas ensayadas no incrementan la amplitud de las corrientes
de las células HEK-WT.

Para evitar sobreestimar algun efecto que las tres moléculas pudieran tener sobre
las corrientes de “fuga” (que estan presentes de forma nativa en las células HEK-
WT) se decidié ensayar los compuestos (a concentraciones de 100 uM en todos
los casos) sobre las corrientes generadas con pulsos fijos de voltaje a 0 mV. Tanto
el DHA (n = 5) (Fig. 5A y 5D) como el PD-118057 (n = 5) (Fig. 5B y 5E) no
modificaron la amplitud de las corrientes de forma significativa (P>0.05, t-test
pareado). Por otro lado, el NS1643 (Fig. 5C, 4F) causO una inhibicion
estadisticamente significativa (P<0.01, prueba t-Student pareada) sobre las
corrientes, pasando de 21.4 £ 6.6 pA en control a -8.9 £ 1.8 pA con el NS1643 (n =
5). Estos resultados nos dan certeza de que los efectos observados sobre las

corrientes generadas por el canal Kv10.1 no seran sobreestimados.
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Figura 5. Efecto de las moléculas DHA, PD-118057 y NS1643 sobre las corrientes idnicas de las células HEK-
WT. A, B y C) Trazos representativos de las corrientes macroscépicas en células HEK-WT generadas con un
pulso a 0 mV en control (trazo negro) y en presencia de los diferentes compuestos (trazo gris) ensayados
todos a 100 uM. D, E y F) Grafica de barras con las amplitudes de corriente en control (barra negra) y con los
diferentes compuestos ensayados (barra gris). La linea punteada en rojo en la figura A, By C representa 0 pA

de corriente. n =5 para los tres compuestos. ** para un valor de P<0.05.

6.4. El efecto del acido dehidroabiético sobre las corrientes Kv10.1

La primera molécula de interés a estudiar fue el &cido dehidroabiético (DHA) sobre
las corrientes Kv10.1. EI DHA es una resina natural obtenida de los pinos, y la cual
recientemente se ha descrito como un activador (opener) electrostatico de canales
de K* dependientes de voltaje.

La aplicacion de DHA (100 uM) produjo un incremento en la amplitud de las
corrientes Kv10.1, dicho efecto fue reversible durante el lavado (Fig. 6). Para
realizar el andlisis estadistico se cuantificd la amplitud de las corrientes generadas
a 0 mV. En presencia de 100 yM de DHA se obtuvo que las corrientes Kv10.1

eran en promedio 2.7 mas grandes en amplitud, de 1.83 + 0.65 nA en control a
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457 + 1.46 con DHA (n = 6; P<0.05, prueba t-Student pareada) (Fig. 7A). Al
evaluar el DHA en un rango de concentracion de 0.1 a 100 uM (n = 8 para 0.1, 10,
30 uM y n = 6 para 100 uM) se observo que el efecto potenciador de la molécula
fue dependiente de la concentracion (prueba de tendencia: P<0.001) (Fig. 7); con
los datos normalizados de la potenciacion se construyeron las curvas dosis-
respuesta a los cuales se les ajusto una ecuacion de Hill, arrojando un valor de
ECs0 36.1 + 4.5 uM (Fig. 7B).

Control DHA Lavado

2 nA|

50 ms

Figura 6. Efecto de DHA sobre las corrientes Kv10.1. Familia de corrientes Kv10.1 durante el control (negro),

en presencia de 100 UM de DHA (rojo) y lavado (gris).
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Figura 7. Efecto potenciador del DHA sobre las corrientes Kv10.1. A) Las graficas de barras representan el
promedio y el error estandar del efecto del DHA. Las corrientes Kv10.1 fueron generadas con pulsos fijos a 0
mV. Se ensayaron las concentraciones 0.1 (n=8) 1 (n=8),10 (n=8), 30 (n=8) y 100 (n = 6) uM y se realizdé

una prueba de tendencia para evaluar si el efecto potenciador era dependiente de la concentracion
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(P<0.001). B) Curva dosis-respuesta del DHA sobre las corrientes Kv10.1. La linea roja representa el ajuste

realizado con la ecuacion de Hill.

Con los datos obtenidos de la familia de corrientes, se realizé el analisis de
conductancia. En presencia de 100 pM de DHA, se observé que el Vi2 de
activacion se desplazé hacia valores mas negativos (A40 mV), de 18.7 mV en

situacion control a -22.7 en presencia de DHA (Fig. 8; n = 4).

@ Control

004 O DHA (100 uM)

——7 — T
-60 -40 -20 0 20 40
V (mV)

Figura 8. Curvas de conductancia. La aplicacion de DHA (100 uM) desplaza el V1,2 de activacién hacia valores
de potencial de membrana mas negativos. Los datos en control y con DHA fueron ajustados con la ecuacion

de Boltzmann (linea negra). Los datos representan el promedio y el error de 6 células.

6.5. El efecto del NS1643 sobre las corrientes Kv10.1.

El segundo compuesto a ensayar fue el NS1643, el cual es una molécula sintética
gue ha sido descrita como un modulador positivo del canal Kvl1.1 y del canal
Kv7.2 (KCNQ2).

Para realizar el analisis estadistico, asi como observar el curso temporal del efecto
del NS1643 sobre las amplitudes de las corrientes, se usaron pulsos fijos de
voltaje a 0 mV. Se ensayaron 5 concentraciones de NS1643 (1, 3, 10, 30 y 100
MM; n = 5 en todos los casos) de las cuales las tres concentraciones mas altas

ejercieron un efecto bifasico sobre la amplitud de las corrientes Kv10.1. Como se
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puede observar en el curso temporal de la Fig. 9A, la aplicacion de NS1643 (100
MM) ejercié un efecto potenciador casi instantaneo sobre las corrientes Kv10.1
generadas a 0 mV, dicho efecto fue seguido de un efecto inhibidor mas potente;
en algunos registros era posible observar una ligera recuperacion de la corriente
durante el lavado. En la Fig. 9B se puede observar un ejemplo representativo de
las corrientes Kv10.1 bajo el efecto del NS1643 a 100 uM. Debido a que el efecto
potenciador fue transitorio, decidimos cuantificar la corriente en dos regiones: en
donde observabamos la corriente maxima instantanea (linst) y €n la region estable
de la corriente (Iss, casi al final del estimulo); con dichos valores de corriente se

construy6 el curso temporal de la Fig. 9A.
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Figura 9. Efecto bifasico del NS1683 sobre las corrientes Kv10.1. A) Curso temporal del efecto de NS1643
sobre las corrientes Kv10.1. En circulos naranjas se representa la amplitud de la corriente cuantificada en la
region lins de la figura B, y los circulos azules en la region de Iss. Los circulos rellenos de color negro, rojo y
morado representan los trazos de corriente de la figura en B. B) Corrientes Kv10.1 generadas por un pulso
de voltaje a 0 mV. Los trazos representan la condicidén control (negro), el maximo efecto potenciador de

NS1643 (rojo) y la maxima inhibicidon causada por el NS1643 (morado). Las lineas punteadas en la figura
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representan las regiones lins (puntilleo naranja) e Iss (puntilleo azul) en donde se cuantifico la amplitud de la
corriente Kv10.1. C) Grafica dosis-respuesta del efecto potenciador e inhibidor del NS1643 sobre la linst Y Iss;
la cuantificacién del efecto de DMSO se muestra en color rojo. Los datos se encuentran normalizados
respecto al valor de corriente control. n = 5 para ambos, potenciacidn e inhibicidn a todas las

concentraciones. ** = P<0.5,

En la Fig. 9C se muestra las dosis respuestas a las cuatro concentraciones, tanto
en la fase lins cOMo en la Iss; todas las corrientes estan normalizadas con respecto
a la corriente control antes de aplicar NS1643.

A partir de los datos obtenidos se construyeron las curvas dosis-respuesta, tanto
de la potenciacion observada como de la inhibicion. A los datos se les ajusté una
ecuacion de Hill, obteniendo para la fase instantanea una ICso de 9.13 yM £ 0.001
y una ECso de 6.62 £ 3.92 uM (Fig. 10). En la fase estable la ICso obtenida es de
6.85+1.95uM vy la ECs0 es de 8.70 £ 1.31 uM.
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Figura 10. Efecto dosis-respuesta del NS1643 sobre las corrientes de las HEK-Kv10.1 obtenida de la fase
instantanea. Inhibicién (negro) y potenciacién (rojo) con respecto a las corrientes control dependiente de la
concentracion. La linea solida en negro y rojo representan el ajuste con la Ec. De Hill, para la inhibicién y

potenciacidn, respectivamente.
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En el momento en el que el NS1643 ejercia su mayor efecto potenciador, parece
haber una disminucion en la tau (1) de activacion de las corrientes. Por tal motivo,
se ajustd una exponencial simple a los primeros 10 milisegundos en que la
corriente se incrementaba (Fig. 11A). El ajuste mostro que el NS1643 no
modificaba la tau de activacion de las corrientes Kv10.1 medidas a 0 mV, con
valores control de 4.28 + 0.59 ms y en presencia del NS1643 de 3.99 * 0.66
(P>0.05, prueba t-Student pareado; n = 8) (Fig. 11B).
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Figura 11. Efecto del NS1643 sobre la velocidad de activacion las corrientes Kv10.1. A) trazo representativo
del ajuste exponencial a las corrientes Kv10.1 en condicion control (rojo) y con NS1643 (negro); la linea azul
representa el ajuste exponencial. B) Grafica de barras con los valores de tau en situacidn control (rojo) y con

NS1643 (negro). El valor de tau en cada célula estd representado por rombos.

Debido a que el NS1643 producia un efecto potenciador cuasi instantaneo no fue
posible obtener las curvas |-V para esa situacién experimental. Por tal razon, se
eligié usar una rampa de voltaje de -100 a +50 mV (con una duracién de 1 s,
partiendo de un voltaje de mantenimiento de -70 mV) para ensayar el NS1643 a
100 uM, y de esta forma cubrir todos los rangos de voltaje para construir la grafica
IV (Fig. 12B). De forma similar a lo observado en experimentos previos con los

pulsos de voltaje a 0 mV, el NS1643 producia un primer efecto potenciador,
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seguido de un efecto inhibitorio (Fig. 12A). En la gréafica del curso temporal se
puede observar que a 0 y +50 mV se produce un incremento transitorio en la
amplitud de la corriente cuando se afiade el NS1643 en el bafio, seguido de un
efecto inhibitorio (Fig. 12A-B); la corriente se recupera lentamente durante el
lavado. En esta serie de experimentos se cuantifico la corriente en 3 valores de
voltaje, a -100, 0 y +50 mV; sin embargo, durante la fase de potenciacion
Gnicamente la corriente medida a 0 mV resulto ser estadisticamente significativa,
con un incremento de 1.5 veces de su amplitud, de 1.06 £ 0.25 nA en control a
1.41 £ 0.26 nA con NS1643 a 100uM (P<0.001; n = 5) (Fig. 12C), dicho cambio
fue similar al reportado con el protocolo de pulso fijo. Durante la fase inhibitoria,
los valores de corriente a 0 y +50 mV resultaron ser aproximadamente 80% mas
pequefios que sus valores control; a 0 mV el corriente control fue de 1.41 £ 0.26
nA'y con NS1643 a 100 uM la corriente cambi6 a 0.16 + 0.04 nA (P<0.05; n=5)y
a +50 mV de 3.05 = 0.59 nA en control a 0.55 + 0.14 nA con NS1643 a 100 uM
(P<0.05; n =5) (Fig. 12D).
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Figura 12. Efecto del NS1643 sobre las corrientes Kv10.1 generadas por rampas de voltaje. A) Curso
temporal de la corriente Kv10.1 medida a 0 mV (circulos) y +50 mV (cuadrados), en ausencia y presencia de
NS1643 a 100 uM. Los circulos rellenos se corresponden a las corrientes del mismo color graficadas en B. B)
Curvas I-V instantanea obtenida por un protocolo de rampa, en las condiciones experimentales de control
(negro), maximo efecto potenciador a +50 mV (gris), maximo efecto potenciador a 0 mV (rojo) y maximo
efecto inhibitorio observado (naranja). Debajo de la I-V se puede observar un ejemplo de la rampa de
voltaje aplicada. C) Grafica de barras del efecto potenciador del NS1643 sobre la corriente Kv10.1 medida a -
100, 0 y +50 mV. Los datos se encuentran normalizados respecto al valor de corriente control. D) Grafica de

barras del efecto inhibitorio del NS1643 sobre la corriente Kv10.1 medida a -100, 0 y +50 mV. Los datos se

-43-



encuentran normalizados respecto al valor de corriente control. En Cy D las lineas punteadas representan el

control normalizado. n =5. * = P<0.01; ** = P<0.05.

6.6. El efecto del PD-118057 sobre las corrientes Kv10.1.

El compuesto PD-118057 se ensay0 a tres concentraciones (1, 10 y 100 uyM) (Fig.
13). Como en experimentos previos, se utilizé un pulso fijo a 0 mV. El compuesto
a 1y 10 uM no caus6é cambios estadisticamente significativos en la amplitud de
las corrientes producidas por las células HEK-Kv10.1 (1 yM: de 1.01 £ 0.27 nA en
control a 1.04 + 0.28 nA en presencia de PD-118057; 10 uM: de 0.91 £ 0.20 nA en
control a 0.95 + 0.22 nA con PD-118057). A 100 uM el compuesto causé una
potenciacion, la cual se establecié después de 2 minutos de aplicacion y que fue
estadisticamente significativa (P<0.05; n = 5), observando un aumento de 1.3
veces, de 0.64 = 0.12 nA en situacion control a 0.88 + 0.17 nA en presencial del
PD- 118057. Debido a que sélo se observaron efectos a concentraciones muy

altas decidimos descartarlo para futuros experimentos.
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Figura 13. Efecto del PD-118057 sobre las corrientes Kv10.1. A) Trazo representativo del efecto del PD
sobre las corrientes Kv10.1; la corriente fue generada con un pulso a 0 mV. El trazo control se esquematiza
de color negro y el trazo con el PD-118057 en color rojo. B) Grafica de barras con los efectos promedio del
PD a 3 diferentes concentraciones sobre las corrientes Kv10.1. DMSO en color rojo. Los datos se encuentran
normalizados respecto al valor de corriente control. Sélo a 100 uM (P<0.05) el cambio de amplitud fue

significativo. La n = 4 a las tres concentraciones. ** = P<0.05.
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6.7. El efecto de los compuestos sobre el PMR de las células HEK-Kv10.1.
Para corroborar que la apertura o potenciacion del Kv10.1 por el DHA 'y el NS1643
tuvieran efecto sobre el PMR en las células que expresaban el canal Kv10.1, se
realizaron experimentos de fijacion de corriente. El protocolo de registro para
estos experimentos consistio en registrar el PMR libre (sin inyeccion de corriente)
de las células HEK-Kv10.1; cuando el PMR fue lo suficientemente estable se
adiciono el compuesto de interés y se mantuvo asi durante un minuto, para
posteriormente realizar el lavado del compuesto. El DMSO (el vehiculo en que se
disuelven los compuestos) a una concentracion de 0.1% no produjo un cambio
sobre el PMR de las células, siendo de -58.5 + 7.2 mV en promedio en situacion
control y de -60.2 £ 7.0 mV en promedio con DMSO (P>0.05, t-test pareada; n =
4). (Fig. 14A, Dy G).

En cambio, la aplicacién del DHA (100 uM) causé que el PMR se hiperpolarizara
de forma estadisticamente significativa, pasando de -57.64 * 5.27 mV en
promedio en control a -68.44 + 5.40 mV en promedio con el DHA (P<0.01, t-test
pareada; n = 5), causando en promedio una diferencia de potencial o delta (A mV)
de -10.8 + 0.71 con respecto al PMR antes de aplicar el compuesto (Fig. 14B, E y
H), el efecto hiperpolarizante fue parcialmente reversible durante el lavado.

La aplicacién de NS1643 (100 uyM), al igual que en los experimentos de fijacidén de
voltaje, produjo un efecto bifasico sobre el PMR, primero ocasionando una
hiperpolarizacién rapida del PMR y posteriormente una depolarizacion lenta del
mismo. La hiperpolarizacion del PMR fue estadisticamente significativa, pasando
de -68.10 £ 1.76 mV en promedio en situacion control a -78.69 = 1.78 mV en
promedio con el NS1643 (P<0.01, prueba t-Student pareada; n = 7) (Fig. 14C, F e
[), produciendo una A mV de -10.59 £ 2.82 mV con respecto a PMR antes de
aplicar el compuesto. Cuando medimos el PMR antes de comenzar el lavado, el
valor obtenido fue de -47.07 + 2.31 mV, lo que representaba una depolarizacion
de 22.45 £ 2.64 mV respecto al control (Fig. 14C, F e I). Durante la fase de
lavado, el PMR no regreso a los valores iniciales, manteniéndose depolarizado

durante esta fase.
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Figura 14. Efecto de los compuestos potenciadores sobre el PMR de las células HEK-Kv10.1. A, B y C)
Registro representativo del efecto del DMSO (0.1%), DHA (100 uM) y NS1643 (100 uM) sobre el PMR de las
células HEK-Kv10.1, respectivamente. D, E y F) Valores de potencial de membrana de cada una de las células
registrada durante las condiciones control, tratamiento y lavado. De izquierda a derecha: DMSO, DHA y
NS1643. G, H e 1) Graficas de los cambios promedio en el potencial de membrana (A mV) durante la
aplicacién de los compuestos (de izquierda a derecha: DMSO, DHA y NS1643) y durante la fase de lavado.
Los cambios o diferencias del potencial estdn calculados con respecto al PMR obtenido antes de la
aplicacién de cada compuesto. Una hiperpolarizacion del PMR se representa en rojo y una depolarizacién en

azul. NS1643 n=7,DHAn =5, DMSO n = 5. ** = P<0.05.

Debido al efecto significativo del DHA y del NS1643 sobre las corrientes idnicas
generadas por el Kv10.1 y su impacto en el PMR, se decidi6 evaluar si estos
cambios eran capaces de afectar parametros tales como la viabilidad, migracion y

proliferacion celular.

6.9. Ensayo de viabilidad.

Para estos ensayos se estudi6 la emision simultanea de 2 fluor6foros, la calceina-
AM (que emite fluorescencia en el rango naranja-rojo) y el DAPI. El fundamento de
la técnica se basa en que la calceina Unicamente emite fluorescencia cuando la
membrana de las células esta integra (y por tanto las células estan vivas); como la
calceina se encuentra acoplada a un grupo acetometilester (AM), esta puede
atravesar la membrana plasmatica por difusion, una vez dentro de la células las
enzimas esterasas cortan el grupo AM y dejan libre la region fluorescente de la
molécula que ahora es impermeable a la membrana. En el caso del DAPI, esta es
una molécula fluorescente que se une a secuencias de DNA en el nlcleo; debido
a que el DAPI no puede atravesar la membrana plasméatica cuando la célula esta
viva, unicamente puede unirse a regiones del DNA cuando la membrana
plasmatica se encuentra comprometida, lo que sucede en células muertas.

En total se consideraron ocho condiciones experimentales que incluyeron: el
control positivo, Triton-100X (0.1%), DMSO (0.1%), astemizol (10 uM), NS1643 a
10 y 100 uM y con DHA a 10 y 100 pyM. En las Figs. 15 y 16 se observan
imagenes representativas del ensayo de viabilidad en células CHO-Kv10.1. Para

cada condicién se muestran las células en campo claro y también expuestas a la
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longitud de onda de exitacion de cada fluoroforo (calceina y DAPI) y captando la
imagen con el filtro respectivo para la captacion de luz de emisién de cada sonda
fluorescente y la superposicion de calceina mas DAPI. El conteo y el analisis de
porcentaje de células vivas/muerta fue obtenido de 3 experimentos independientes
realizados por duplicado. En la Fig. 17 se muestra la distribucién en porcentaje de
células vivas y muertas en cada condicion. Como control positivo de células
muertas se utilizé Triton X-100 (0.1%), un surfactante el cual actia como
detergente y por lo cual es capaz de romper la continuidad de la membrana, y por
tanto produce muerte celular y la entrada del DAPI. En las células CHO-Kv10.1
tratadas con Triton el porcentaje de células marcadas con DAPI es de 99.67 +
0.22% y en células CHO- WT es de 96.55 + 2.84%, con lo cual hay seguridad del
marcaje de células muertas por el DAPI y de la ausencia de fluorescencia para
calceina. Para poder saber si la viabilidad celular cambia con los tratamientos, sus
resultados se tienen que comparar con la viabilidad celular en condiciones
normales de crecimiento. En ambas lineas celulares, en condiciones normales el
porcentaje de células vivas es de 95.02 + 1.96% y de 98.01 + 17%, para CHO-
Kv10.1 y CHO-WT, respectivamente. Este porcentaje de viabilidad no cambia en
presencia del vehiculo DMSO. EIl blogueador clasico de Kv10.1, el astemizol (ICso
reportado de 196 nM) (Garcia-Ferreiro, R. E. et al., 2004), produjo un incremento
significativo de células muertas en ambas lineas celulares, lo que concuerda con
lo descrito en la literatura. En el caso de los tratamientos con el astemizol (10 uM),
se observo que a las 24 horas habia una considerable reduccién en la cantidad de
células vivas: el astemizol maltrataba y en muchos casos desintegraba la
membrana celular por lo cual su deteccion por medio de los fluoroforos fue
complicada y esta variacion del marcaje de células o restos de células se ve
reflejado en un error de la media mas amplio. Ni el NS1643 ni el DHA, a ninguna
concentracion ensayada, produjo un cambio estadisticamente significativo sobre la
viabilidad celular. Los porcentajes de vivas/muertas para condicion se encuentran

en la Tabla 3y Fig. 17.
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Figura 15. Ensayo de viabilidad de células CHO-Kv10.1. Condiciones control. Imagenes representativas en
cada condicidon. Se muestra la imagen con luz transmitida, las células marcadas con calceina detectadas

usadas en filtro Texas Red, las células marcadas con DAPI y la superposicion del canal Texas Red y DAPI. La

barra de color blanco en cada imagen representa 100 micrémetros.
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Figura 16. Ensayo de viabilidad de células CHO-Kv10.1 con las moléculas de interés. Imagenes
representativas en cada condicion. Se muestra la imagen con luz transmitida, las células marcadas con
calceina detectadas usadas en filtro Texas Red, las células marcadas con DAPI y la superposicién del canal

Texas Red y DAPI. La barra representa 100 micrémetros.
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Figura 17. Ensayo de viabilidad. Distribucion en porcentaje de células muertas y vivas en porcentaje en
células CHO-WT y CHO-Kv10.1. CHO-WT n =4, CHO-Kv10.1 n = 5. ** para P<0.05 con una ANOVA de una via

y prueba post hoc Tukey para comparar los tratamientos con la situacién control.
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CHO-WT CHO-Kv10.1
Dapi+ Calceina+ P Dapi+ Calceina+ | n P
Control 1.98 £ 0.17 98.014 + <0.05 497 +1.96 95.02 £ 5 <0.05
0.17 1.96
Triton 96.55 + 3.44+284 >0.05 99.67 + 0321022 | 5 >0.05
2.84 0.22
DMSO 2.70+1.20 | 97.29+1.20 <0.05 3.21+0.95 96.78 £ 5 <0.05
0.95
NS1643 1.46 £0.57 | 98.53 £ 0.57 <0.05 2.20+0.93 97.79 + 5 <0.05
(10 M) 0.93
NS1643 2.88+196 | 97.11+1.96 <0.05 3.35+155 96.64 5 <0.05
(100 pM) 1.5
DHA (10 1.80£0.52 | 98.19 +£0.52 <0.05 1.91+0.97 98.08 £ 5 <0.05
0.97
HM)
DHA (100 | 1.83+0.37 | 98.16 £ 0.37 <0.05 3.05+151 96.94 5 <0.05
151
HM)
Astemizol 86.44 + 13.55 +2.39 >0.05 79.19+ 20.83 5 >0.05
1.47 1.47
10uM
(10uM) 2.39

Tabla 3. Porcentaje de células en cada condicidn. Valores de P obtenidos con una prueba de contingencia,

donde se compara cada tratamiento vs el control.
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6.10. Ensayo de migracion (Ensayo de cierre de herida).

Como se menciond en la seccion de métodos, el efecto que las moléculas de
interés podrian tener sobre la migracion celular se estudio con el ensayo del cierre
de la herida. Como controles se establecieron tratamientos con diferentes
concentraciones de SFB (5%, 10% y 20%). Se evalué astemizol (10 pyM), el cual
se ha comprobado que disminuye la proliferacién de células que sobreexpresan el
Kv10.1 y los compuestos DHA (10 uM) y NS1643 (10 uM). El ensayo se realizo
tanto en la linea celular CHO-WT como en CHO-Kv10.1. Las imégenes de la
herida fueron obtenidas del centro de la placa con la ayuda del microscopio
invertido ImageXpress a las 0 y 24 horas. En las Fig. 18, 19 y 20 se observan
imagenes representativas en ambas lineas celulares, en las que se muestra la
herida al tiempo inicial de 0 horas y transcurridas 24 horas, con las condiciones
experimentales: control (10% SFB, que es porcentaje de suero empleado en los
demas experimentos, a menos que se indique lo contrario), DHA y NS1643,

respectivamente.
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En las graficas de barra de la Fig. 21, se representa el porcentaje de la herida que
quedo sin cerrar a las 24 horas con respecto al tiempo inicial (0 h). En las células
CHO-WT ninguno de los tratamientos afecto la velocidad del cierre de la herida.
En el caso de las células CHO-Kv10.1, en presencia de SFB al 20%, éstas
incrementaron la velocidad para sanar la herida con respecto al caso control (SFB
al 10%).
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Figura 21. Ensayo de migracion celular (Ensayo de la herida). Porcentaje del area de la herida sin cerrar a
las 24 de los tratamientos respecto a las 0 horas. El 0% representa un cierre total de la herida y el 100% que
no existié ningln cambio en el tamafo respecto al tiempo 0. Las barras en color negro y gris indican a las
células CHO-Kv10.1 (n = 4) y CHO-WT (n = 3), respectivamente. ** para P<0.05 con una ANOVA de una viay

prueba post hoc Tukey para comparar los tratamientos con la situacion control (SFB 10%).
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6.11. Ensayo de proliferacion.

El efecto de los compuestos sobre la proliferacion celular se estudid usando el
ensayo de MTT. Se realizaron tres experimentos independientes de los cuales
cada uno fue por triplicado. Como control negativo se utilizé6 astemizol el cual es
un inhibidor clasico del canal Kv10.1 y el cual es reportado que disminuye la
proliferacion celular. Los compuestos a ensayar (NS1643 y DHA) se ensayaron a
una concentracion de 10 uM. Para que la confluencia celular de los pozos a los
tres dias fuera de alrededor de 80%, la concentracion inicial de las células fue de
500 células por pozo. Los experimentos se llevaron a cabo tanto en la linea celular
CHO-WT como en la CHO-Kv10.1. En la Fig. 22 se muestra el curso temporal de
la absorbancia relativa respecto al tiempo 0. En las células CHO-Kv10.1 a las 72
horas la absorbancia del tratamiento control fue de 1.77 + 0.01 con respecto a las
0 horas, el del astemizol fue de 1.23 £ 0.08, el del NS1643 1.76 + 0.08 y el del
DHA 2.01 £ 0.14. En las células CHO-WT a las 72 horas la absorbancia del
tratamiento control fue de 1.92 + 0.12% con respecto a las 0 horas, el del NS1643
1.85+0.21% y el del DHA 2.18 + 0.22%. La proliferacion celular fue disminuida de
forma significativa en presencia de astemizol (P<0.05). Las graficas muestran que
el DHA podria estar causando un aumento en la proliferacion celular en ambas

lineas celulares pero este cambio no es estadisticamente significativo.
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Figura 22. Ensayo de proliferacion celular (Ensayo de MTT). Absorbancia relativa respecto al tiempo 0 horas

a través del tiempo con mediciones cada 24 horas. Los datos representan una el promedio y SEM (error

estandar de la media) de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. ** para P<0.05 con una

ANOVA de una via y prueba post hoc Tukey para comparar los tratamientos con la situacion control.
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7. Discusion.

Los canales ionicos tienen la capacidad de permitir el flujo i6nico a través de la
membrana en funcion de su gradiente electroquimico, y se han revelado como
componentes esenciales para mantener la homeostasis celular, ya sea en células
sanas o afectadas por alguna patologia. Cambios en su permeabilidad puede
desencadenar la activacion o detencion de diversos procesos bioquimicos. Por
ejemplo, sin conocer aun el mecanismo exacto, la sobreexpresion del canal
Kv10.1 produce un cambio en el fenotipo de células normales hacia un fenotipo
canceroso, caracterizado por alta tasa de proliferacion y migracion, entre otros
(ejemplos en Chen J. et al., 2020; Wu X. et al., 2015; Wang X. et al., 2018). Su
importancia, ha hecho que la manipulacion farmacolégica de éste sea de vital
importancia para intentar detener muchas de las propiedades oncogénicas
asociadas a su expresion.

Los cambios en el potencial de membrana celular se han estudiados de manera
mas profunda en células excitables, sin embargo, el papel de éste en células no
excitables es menos comprendida; no obstante, diversos trabajos muestran que
los cambios en el potencial de membrana pueden estar asociados a diversas
funciones bioldgicas, entre ellos el ciclo celular y por consiguiente la proliferacion
(Abdul Kadir L. et al., 2018).

Las primeras observaciones que relacionaban los cambios de potencial de
membrana con la actividad mitotica de las células reportaban que el PMR de las
células de sarcoma se hiperpolarizaba antes de entrar a la fase de sintesis (S) del
ciclo celular y se depolarizaba durante la mitosis (M), hipotetizando que el PMR se
correlacionaba con la fase del ciclo celular (Cone, 1969). Posteriormente, se ha
observado que hiperpolarizando el PMR hacia valores muy parecidos a los
encontrados en neuronas, puede inducir un blogueo mitético en células CHO que
se encuentren proliferando (Adams D. J. et al., 1999; Cone & Tongier, 1971).
Dada esta evidencia no fue raro que se hipotetizara que el PMR (a través de la
actividad de diversos canales i6nicos) pudiera estar implicado en la progresion
maligna de células tumorales. Diversas comparaciones, tanto in vitro como in vivo,

entre células normales contra células cancerigenas de diversos tejidos, han
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mostrado que éstas Ultimas tienden a tener PMR mas depolarizados. En células
MCF-7, proveniente de tejido tumoral de mama, y la linea celular de
neuroblastoma C1300, se observé que el PMR de las células se correlaciona con
las fases del ciclo celular; cuando las células eran arrestadas en la transicion de
G1/S o G2/M el potencial de membrana se encontraba hiperpolarizado, mientras
que si las células se arrestaban en la fase GO/G1 y en la fase de M las células
estaban depolarizadas; por tanto, parece que la progresion del ciclo celular esta
acompafiada de oscilaciones ritmicas del PMR, transitando entre estados
hiperpolarizados y depolarizados (Yang & Brackenbury, 2013). Una investigacion
realizada por Zhou y colaboradores propone que una depolarizacién del potencial
de membrana desencadena cambios en la distribucion espacial del fosfolipido
anionico fosfatidilserina, los cuales promueven la formacién de un agrupamiento
con la proteina K-Ras, a través de interacciones electrostaticas; la formacion de
este agrupamiento es esencial para la activacion de la proteina cinasa RAF, lo que
incrementa la actividad de la cascada RAF-MAPK la cual estéd involucrada en
procesos meioticos, mientras que la hiperpolarizacién del potencial tendria los
efectos opuestos (Zhou Y. et al., 2015).

La relevancia fisiol6gica del potencial de membrana se pone de manifiesto en
diversas patologias, por ejemplo, las neuronales, en las cuales fenbmenos de
hiperexcitabilidad pueden ser desencadenados por un mal funcionamiento o
disminucién en la actividad de canales K* (Lawson, 2000). En este tipo de
condiciones cobra relevancia el estudio y uso de activadores u openers de canales
de K*, los cuales podrian contrarrestar la perdida de actividad de canales de K*
con una subsecuente recuperacion del PMR a valores mas negativos. Esta
estrategia de poder modular el potencial de membrana para resolver patologias ha
llevado a encontrar compuestos como la retigabina, la cual activa los canales de la
subfamilia Kv7 (KCNQ1-7), hiperpolarizando el PMR de ovocitos de Xenopus
laevis que expresaban las subunidades KCNQ2/3 de -63 mv a -85 mV en
presencia de 100 uM de retigabina (Gunthorpe M. J. et al.,, 2012). Nuevos
compuestos derivados de la retigabina, como por ejemplo el XEN1101 se
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encuentran en ensayos clinicos de fase 2 para terapia complementaria en la

epilepsia focal (Bialer M. et al., 2018).

7.1. El DHA y el NS1643 favorecen la actividad del canal Kv10.1.

Las primeras series experimentales mostraron que las lineas celulares HEK-WT y
HEK-Kv10.1 tienen propiedades electrofisiologicas muy diferentes. Las corrientes
macroscopicas registradas en las células HEK-WT difirieron, tanto en cinética
como en amplitud, en comparacién con las registradas en las HEK-Kv10.1, las
cuales tuvieron las sig. caracteristicas: activacion dependiente de voltaje
(activandose cerca de los -50 mV) y la nula inactivacion de la corriente (al menos
hasta los 250 ms que dura el pulso activador), familias de curvas |-V que
generaron corrientes rectificantes de salida y Vi2 de activacion de +18.7 mV.
Todas estas caracteristicas similares a las encontradas en la literatura (Gomez-
Lagunas F. et al., 2019; Whicher & McKinnon, 2016; Whicher & McKinnon, 2019).
Estas caracteristicas, junto con el hecho de que las células HEK-WT tuvieron un
PMR mucho mas depolarizado que el de las HEK-Kv10.1, nos indicaba que
efectivamente, las células HEK-Kv10.1 expresan el canal de forma funcional.

El PMR mas hiperpolarizado en las células HEK-Kv10.1, respecto las WT,
indicaba la presencia de una conductancia que responde a un potencial de
inversibn negativo. En nuestras condiciones experimentales, el potencial de
equilibrio tedrico del potasio fue de aproximadamente -83 mV (a temperatura
ambiente), lo que estaria provocando el PMR mas negativo en las células HEK-
Kv10.1 y lo que nuevamente demuestra la expresion funcional del canal Kv10.1.
Ademas, ninguna de las tres moléculas moduladoras de canales de K* ensayadas
incrementaron las corrientes endégenas expresadas en las células WT, por lo que
tenemos la certeza de que no se ha sobreestimado ningun efecto sobre las
corrientes Kv10.1.

En esta tesis mostramos por primera vez que los farmacos DHA y NS1643 son
capaces de activar (potenciar) las corrientes generadas por el canal Kv10.1 y que
a su vez son capaces de hiperpolarizar el PMR de las células donde se expresa.

El DHA produce un efecto potenciador el cual es dependiente de la concentracion,
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y que ademdas desplaza el Vi2 de activacibn hacia valores de potencial de
membrana mas negativos, de +18.7 mV en situacion control a -22.7 en presencia
de DHA, lo que indica la apertura de canales Kv10.1 a voltajes mas negativos de
lo que normalmente lo hacen. A 100 uM, el DHA incrementaba la amplitud de las
corrientes 2.7 veces; esta potenciacion es mayor que la conseguida por el NS1643
(a la misma concentracion), la cual fue de 1.5 veces. La potenciacion producida
por el NS1643 sobre el Kv10.1 fue similar a la reportada para canales hERG
(Kv11l.1) la cual fue de alrededor de 2 veces, ambos a 100 uM (Hansen R. et al.,
2005), mientras que en el hERG2 (Kv11.2) la potenciacion fue de alrededor de 3
veces (Elmedyb P. et al., 2007); en los canales hERG3 (Kv11.3), 10 uM de
NS1643 produjo una potenciacion mayor (1.5 y 2 veces) que a concentraciones
mas altas, efecto que dio el adjetivo de agonista parcial al NS1643 (Bilet A. &
Bauer C. K., 2012). En el caso del DHA se ha visto que a 100 uM activa canales
Shaker (Ottosson N. E., et al., 2015), también se ha reportado que 10 uM de esta
molécula puede incrementar hasta 4 veces las corrientes en los canales de K* del
tipo BK (Ohwada T. et al., 2003), lo cual es el doble comparado con los resultados
aqui obtenidos sobre el Kv101.1 a una concentracion 10 veces mayor.

Los efectos bifasicos obtenidos con el NS1643, tanto en fijacion de voltaje como
en fijacién de corriente, hacen suponer que este compuesto ejerce sus efectos en
sitios diferentes a los del DHA. En los registros de corriente en presencia del
NS1643, tanto la inhibicion como la potenciacion fueron dependientes de la
concentracion, sin embargo, el efecto inhibidor mostr6 un cambio mayor con
respecto al control. Un efecto bifasico también se ha reportado sobre la subfamilia
hERG (Kv11l.1, Kv11l.2, Kv11.3). Cuando el NS1643 se aplicaba a
concentraciones de 10 y 30 pyM se incrementaba las corrientes, pero al usar
concentraciones mas altas (100 uM) se reducia la actividad sobre el canal con
respecto a cuando se aplicaba 10 y 30 pM. Usando mutantes del canal hERG se
descubrido que el NS1643 probablemente bloquea al canal al interaccionar con el
residuo F656 (localizado en S6), actuando de esta forma como un bloqueador
debil y por lo tanto considerandolo como un agonista parcial (Casis, O., 2006). La

ICs0 descrita en este trabajo fue de aproximadamente 19 yM que es poco mas del
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doble que el encontrado por nosotros que es de aproximadamente 7 yM. Debido a
la homologia estructural entre el Kv10.1 y el hERG1 es probable que existan
residuos de aminoacidos que se conservan en ambos canales y los cuales
producirian estos efectos. Al alinear las secuencias del canal hERG1 con las del
Kv10.1 se encuentra que este aminoacido, el F656, esta conservado en la misma

posicion estructural en ambos canales.

SP|Q12809|KCNH2 HUMAN YFTFSSLTSVGFGNVSPNTNSEKIFSICVMLIGSLMYASIEGNVSAIIQRLYSGTARYHT 675
SP|095259 |KCNH1 HUMAN YFTMTSLTSVGFGNIAPSTDIEKIFAVAIMMIGSLLYATIEGNVITIFQOMYANTNRYHE 514

Khkko ohhkhkhkkhhkhhkhe ok ko K hkkhkkes ohkehkkhkhkhehkkhkekhhhkhheokhkokhkeokhke * K k*k

Asi, es posible que el NS1643 a través de la interaccion con este aminoacido
ocasione parte de los efectos observados sobre la cinética del canal.

En el canal Kv11.1 se ha propuesto que el NS1643 se une a los estados cerrados
tempranos y al estado abierto (Perissinoti L. et al., 2015). En canales hERG se
confirm6 que la unién del NS1643 ocurre del lado extracelular y que aplicado
intracelularmente no provoca cambios en las corrientes. Ademas, se propuso que
el sitio de union ocurre en el vestibulo exterior cerca del poro del canal (Xu, X.,
2008), potencialmente en la interfaz del residuo L529 que se localiza en la S4, que
es el sensor de voltaje (Guo J. et al., 2015).

En el caso del DHA, este parece seguir un mecanismo de accion similar al que
ejerce sobre otros canales de K*, por ejemplo, los tipos BK. Compuestos como el
DHA, tienen una estructura de 3 anillos, por lo que muy probablemente actian
sobre los canales i6nicos al igual que lo hacen los PUFAs (Silvera Ejneby M. et al.,
2018). El mecanismo de accion propuesto para los PUFAs y los &cidos resinicos,
como el DHA, es que actuan sobre el sensor de voltaje de diferentes canales de
potasio. Estas moléculas contienen una porcion hidrofébica compuesta por los
anillos hidrocarbonados junto con los grupos metilo, pero es la porcion cargada
negativamente (el acido carboxilico) de los PUFAs que atrae a los aminoacidos
cargados positivamente del sensor de voltaje (S4), causando un movimiento de
atraccion (hacia el lado extracelular) y rotando a la subunidad S4 y como

consecuencia facilitando la apertura del poro (Ottosson N. E. et al., 2015). Ambos,
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PUFAs y &cidos resinicos parecen requerir un ancla hidrofébica, para unirse a la
membrana, y una carga negativa para ejercer sus efectos via un mecanismo
electrostatico (Silvera Ejneby M. et al., 2018). El DHA se ha demostrado que
activa al canal BK en forma dosis-dependiente (Ohwada T. et al., 2003), lo mismo
que con el canal Kv Shaker (Silvera Ejneby M. et al., 2018). Un fenémeno
parecido se ha descrito con el acido araquidonico y el canal Kv10.1; este PUFA
desplaza el voltaje medio de activacion del canal hacia la izquierda (valores mas
negativos de potencial de membrana). El que el compuesto favorezca la apertura
del canal a potenciales mas negativos se relacioné con que la proliferacion y
actividad metabdlica de las células de melanoma incrementara cuando las células

fueron expuestas a concentraciones de 5 uM (Gavrilova-Ruch O., 2006).

7.2. El DHA y NS1643 afectan el potencial de membrana en reposo de las
células HEK-Kv10.1.

La adicibn de DHA y NS1643 provoca la activacion de canales Kv10.1 lo que
permite que mas iones de K* fluyan a favor de su gradiente electroquimico, es
decir, los iones pasan del interior de la célula hacia el exterior, lo que propicia un
potencial de membrana de repaso mas negativo. Los iones de potasio al tener
carga positiva y al salir de la célula producen que el potencial de membrana en el
interior de la célula sea menos positivo. Esto es de hecho lo que ocurre al medir el
PRM en presencia de los compuestos. El DHA produce una hiperpolarizacion del
PRM durante el tiempo que éste esta bafiando a las células y genera un cambio
de voltaje de aproximadamente -10 mV. Por su parte el NS1643, al igual que en
los registros de corrientes, éste producia un efecto bifasico sobre el potencial:
primero causa una hiperpolarizacion transitoria (de mayor magnitud que el DHA),
para después producir una depolarizaciéon lenta y que se mantuvo aun cuando el
NS1643 fue retirado del bafio de registro. Los efectos observados del NS1643
sobre el potencial de membrana son congruentes con los observados a nivel de
corrientes, observando una hiperpolarizacion cuando el canal se abre y una

depolarizacion cuando el canal es inhibido.
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La diferencia de los efectos entre el DHA y del NS1643 sobre el Kv10.1 pueden
asociarse con que los compuestos tengan un sitio de unién y mecanismos de
accion diferentes sobre el canal: el DHA, puede que actie en Kv10.1 como se ha
descrito para otros canales, donde a partir de un mecanismo electrostatico
produzca la activacién del canal, mientras que el NS1643, probablemente tenga
un sitio o varios sitios diferentes de union lo que propicia un efecto dual, como se
ha observado en otros canales.

El hecho de que los compuestos agonistas del Kv10.1 ensayados en este trabajo
hayan hiperpolarizado la membrana indica que inhibir estos canales de potasio
tendria un efecto contrario, es decir: depolarizacion de la membrana. Cambios en
el potencial de membrana puede influir drasticamente en procesos como la
proliferacion celular, de alta relevancia en la formacién de tumores en la patologia

del cancer.

7.3. Ensayo de viabilidad: los compuestos no causan disminucion de
viabilidad celular.

Como parte de la caracterizacion de los compuestos moduladores del canal
Kv10.1 se consider6 analizar la viabilidad celular de las CHO-Kv10.1 cuando estan
en presencia de estos compuestos. Los resultados indican que los compuestos no
disminuyen la viabilidad celular de las CHO-Kv10.1 y de este modo, la
potenciacion de la magnitud de la corriente idnica que ocurre a través de los
canales debido a los compuestos, no afecta la capacidad de las células para
continuar con los procesos metabdlicos que permiten a las células continuar con
vida. Asimismo se muestra que procesos independientes al canal i6nico Kv10.1
tampoco interfieren en la viabilidad celular, ya que hay posibilidad de que los
compuestos afecten a la célula a través de otros mecanismos, como por ejemplo
lo que causa el astemizol en células MCF-7 investigado por Jakhar y
colaboradores en el 2015. En esa investigacion se evaluo el efecto citotoxico del
astemizol (6 uM) a través del ensayo de LDH, este ensayo mide la cantidad de la
lactato deshidrogenasa (LDH) el cual es rapidamente liberada al medio

extracelular cuando hay dafio en la membrana celular. Las MCF-7 mostraron
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liberacion de LDH en cerca del 55% de las células cuando en el control sélo
ocurrié en menos del 10%. Ademas, se observo que en esta mismas células el
astemizol, incubado por 12 horas, produjo in incremento en especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) en mas de 130 veces con respecto al
control. El astemizol lo que causa es un aumento del calcio intracelular, y el calcio
acumulado en la mitocondria genera estrés a través de la produccion de ROS; los
altos niveles de calcio estimulan a la cadena respiratoria para producir ROS
resultando en liberaciobn de factores proapoptoticos. Como resultado final se
desencadené el proceso de autofagia en el que cerca del 20% de las células
resultaron autofagicas (Jakhar R. et al., 2015).

Analizar cambios en la viabilidad celular debido a los tratamientos con las
moléculas de interés es indispensable si se quiere proponer a éstos en futuros
experimentos. A pesar de que los compuestos no afectaron la viabilidad de las
células con expresion del Kv10.1, todavia pueden existir otros procesos celulares
qgue puedan ser afectadas por éstos.

También se evaluaron los compuestos sobre la viabilidad de células CHO-WT y se
observé que tampoco afectaron su viabilidad celular. Este resultado es muy
importante ya que conduce a pensar que el compuesto no tendria la capacidad de
afectar la viabilidad de células sanas que como las CHO-WT no expresan el
Kv10.1.

El DHA que es un diterpenoide se encuentra en resinas de varias especies de
pinos y se ha investigado su efecto sobre viabilidad celular, como la realizada por
Kim y colaboradores en el que ensayaron la viabilidad de seis lineas celulares de
cancer gastrico (AGS, MKN-28, YCC-2, SNU-216 y SNU-668) en presencia del
DHA y observaron que la viabilidad celular es dosis dependiente; ellos ensayaron
concentraciones desde 20 hasta 160 uM y a la minima concentracién no hubo un
cambios en la viabilidad, que es lo que nosotros observamos a 10 pM (Kim, W. et
al., 2021). Luo y colaboradores observaron que un derivado del DHA, el QC4, que
también es capaz de inducir muerte celular via apoptosis y muerte celular
isquémica en células de cancer gastrico SGC-7901 y MGCC80-3; el compuesto

produjo muerte inducida en presencia de 5, 7.5, 10, 12.5 y 15 ug/ml de QC4 a
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través de disminuir el ATP y de dafio mitocondrial (Luo D. et al., 2016). En este
mismo articulo Luo y colaboradores resaltan el hecho de que el DHA es un molde
perfecto para realizar modificaciones estructurales y que muchos derivados del
DHA se ha reportado que inhiben células cancerosas. Estos y otras
investigaciones demuestran el potencial que el DHA tiene para afectar la viabilidad
celular, y aunque en este trabajo no se observé cambios en la viabilidad celular
compuestos similares o derivados de él podrian ser evaluados sobre viabilidad
celular de células que expresen o sobreexpresen el Kv10.1.

Lansu y Gentile en 2013 evaluaron el efecto del NS1643 sobre las células CHO y
SKBr3 que expresaban hERG1 (Kv11l.1), al igual que nosotros ellos no
encontraron diferencias entre las células tratadas y no tratadas con NS1643; las

concentraciones usadas por ellos fueron 10 y 50 yM.

7.4. Ensayo de migracion: las moléculas no afectan la migracion de células
CHO-Kv10.1.

Con los ensayos de migracién y como lo refleja la Fig. 18 de la tesis, se puede
observar que las células CHO-WT tienden a migrar mas lento que las células
CHO-Kv10.1, lo que indica que la expresion del canal si parece conferir cierta
ventaja a estas células al momento de intentar cerrar el espacio dejado por los
insertos celulares, al menos en lo observado a las 24 h. Estas diferencias se
vuelven més claras al momento de incrementar el porcentaje de SFB disponible
en el medio de cultivo. Debido a que las células fueron tratadas previamente con
mitomicina C, se puede descartar que el cierre de la herida se deba a un efecto de
la proliferacion celular. Ademas, en todos los tratamientos realizados en las CHO-
WT el area de la herida a las 24 horas era de alrededor del 70% respecto del area
original (100%). Estos resultados contrastan con el comportamiento observado por
los tratamientos en las CHO-Kv10.1, en donde se observa una variacion mayor en
el area que queda por cerrar a las 24 h, no obstante, con la prueba estadistica
utilizada no se encontré una diferencia estadisticamente significativa cuando se
compararan contra la situacion control (SFB 10%). Igual, en las CHO-Kv10.1, al

comparar los tratamientos en presencia de los compuestos NS1643, DHA y
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astemizol con respecto al tratamiento con SFB 10%, todos estan cerca del 40%
respecto del area original (100%), y solo el NS1643 tiene un porcentaje menor que
es de 20%, y aunque visualmente parece aumentar la migracion celular este
cambio no fue estadisticamente significativo. Debido a que el DHA, que causa una
hiperpolarizacién del voltaje transmembrana, pareciera no estar implicado en un
posible aumento de la migracion celular, el hipotético incremento de este proceso
en presencia del NS1643 no es causado por la capacidad de este de
hiperpolarizar la membrana. La depolarizacion del voltaje transmembranal
disminuye el potencial electroquimico del flujo de Ca?* hacia el interior de la célula.
El aumento en la [Ca?']i permite el rompimiento de las adhesiones focales, las
cuales son complejos proteinicos que contienen integrinas, lo que permite que la
célula se desprenda de la matriz extracelular y permita el movimiento de la célula
hacia la direccion de migracion (Schwab A. et al., 2012). Con respecto al efecto
inhibidor que el NS1643 tiene sobre el canal, causando una depolarizaciéon del
potencial de membrana, se ha observado que de hecho en células cancerosas
que sobreexpresan el canal Kv10.1 el bloqueo de este canal causa una
disminucion en la migracion celular no un aumento (Agarwal J. R. et al., 2010).
Esto sugiere que el cambio de potencial de membrana producido por el NS1643
podria no ser el mecanismo que media la migracion celular. Ademas, se ha visto
que la adicién de NS1643 a células que sobreexpresan el canal Kvl1l.1 (hERG),
células HT29, FET y SW480, el compuesto causa una disminucion en la migracion
con respecto al control (Eskandari N. et al., 2021). As que el resultado
estadisticamente no significativo del NS1643 es congruente con la literatura.

Hasta el momento se ha propuesto que los mecanismos por los que los canales
ionicos interceden en el proceso de migracion ocurren indirectamente a través de
la regulaciéon del potencial transmembranal, de la concentracion de Ca?*, del
volumen celular y del pH intracelular y extracelular (Schwab A. et al., 2012).

Cuando un canal iénico permite el flujo saliente de iones potasio, el potencial de
membrana tiende a hiperpolarizarse lo cual aumenta el gradiente electroquimico
para el flujo de calcio al interior de la célula; esto ocurre porque como la

concentracion del calcio en el medio extracelular es de alrededor de 2 mM y la
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concentracion intracelular esta en el orden de nanomolar el potencial de reversion
del calcio es mayor a +100 mV por lo cual entre mas hiperpolarizada esté la
membrana mayor flujo entrante de calcio puede ocurrir. Existen estudios como el
llevado a cabo por Agarwal y colaboradores en el 2010, en los que en vez de
activadores se usaron inhibidores del canal Kv10.1 (imipramina y mADb56),
encontrando que en células HEL (eritroleucemia) la migracion se reduce en hasta
un 65% (Agarwal J.R. et al., 2010). El bloqueo del canal en este caso pudo haber
generado una depolarizacion de la membrana lo cual es contrario a lo que
nosotros pretendemos realizar. ElI que el cambio en la tasa de migracién no haya
sido estadisticamente significativo en presencia del NS1643 y el DHA podria
indicar que la hiperpolarizacién por si sola, y aumentando el calcio intracelular
como consecuencia, no es suficiente para alterar el proceso, ya que la migracion
es un proceso que implica muchas proteinas y vias. El resultado igualmente indica
gue no cualquier cambio en el potencial eléctrico transmembranal relacionado con
el Kv10.1 afecta la migracioén. Seria importante realizar experimentos en el que se
monitoree el potencial de membrana de la células a través del tiempo, ya que
podria ocurrir que la corriente incrementada o algun efecto causado por ésta
pueda ser contrarrestada por procesos homeostéaticos celulares. De esta forma se
pordria tener mayor confianza en que realmente el potencial de membrana esta

hiperpolarizado con respecto a la situacion control.

7.5. Ensayo de proliferacién.

El ensayo de MTT mide indirectamente la proliferacién celular que ocurre a través
de un cierto periodo de tiempo, al cuantificar la cantidad de formazan diluido
procedente de cristales de este compuesto formados por las enzimas
oxidorreductasas que se encuentran en el interior de las células, asi entre mayor
namero de cristales de formazan formados mayor nimero de oxidorreductasa y
mayor numero de células vivas presentes. En este experimento se utilizaron como
tratamientos un compuesto inhibidor del canal Kv10.1 (astemizol), un compuesto
activador (DHA) y un compuesto con efecto dual, es decir, que activa e inhibe la

corriente del canal (NS1643). El tratamiento con astemizol reflej0 una tasa de
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proliferacion disminuida en las CHO-Kv10.1; estos resultados se relacionan con el
hecho de que varios compuestos inhibitorios del canal Kv10.1 han resultado que
son capaces de disminuir la tasa de proliferacion celular (Garcia-Quiroz J. &
Camacho J., 2011; Na W. et al., 2020).

En el caso del DHA que potencio la corriente del canal, se observa una tendencia
a aumentar la tasa de proliferacién, pero la diferencia no es estadisticamente
significativa con respecto a la situacion control. El 4cido araquidénico que es un
PUFA y que modula canales i6nicos de forma similar a como lo hace el DHA se ha
mostrado que es capaz de potenciar la corriente del Kv10.1, de desplazar la curva
de activacion dependiente de voltaje del canal hacia la izquierda y de incrementar
la proliferacion y la actividad metabdlica de las células de melanoma cuando las
células fueron expuestas a concentraciones de 5 yM (Gavrilova-Ruch O., 2006).
Estos resultados y la tendencia que pareceria haber con el DHA sobre la
proliferacion podria motivar a realizar otras investigacidon con este compuesto
sobre este proceso.

El NS1643, como se vio, causO un efecto bifasico sobre la corriente del canal
Kv10.1, es decir, la potencid y la inhibid; esta efecto dual podria permitir que el
compuesto no disminuya la tasa de proliferacion de las células que si sélo tuviera
un efecto inhibidor. El NS1643 se ha observado que inhibe el crecimiento de
células tumorales de mama, las cuales sobreexpresan el canal Kv11.1 (Lansu K. &
Gentile S., 2013). Las células tumorales en cultivo expuestas a NS1643 muestran
niveles reducidos de marcadores de proliferacién, altos niveles de expresion de
marcadores de senescencia e incremento de produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) y dafio en el DNA comparado con tumores
de ratones no tratados; el compuesto detiene del ciclo celular (Fukushiro-Lopes D:
F. et al., 2017). El compuesto también es activador del canal Kv11.3 (ERG3 o
KCNH7) y se ha encontrado que el compuesto produce una inhibicion fuerte de la
proliferacion celular en células de melanoma a través de la activacion de un
programa de senescencia celular (Perez-Neut et al., 2016).

No puede discutirse acerca de una posible intervencion del potencial de

membrana en el cambio de tasa de proliferacion debido a que ninguno de los
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potenciadores del canal resultdé en un cambio de proliferacion con significancia
estadistica con respecto al control.

El canal Kv10.1 ha sido principalmente descrito como un promotor del ciclo celular
y como consecuencia de la proliferacion celular. En investigaciones como las de
Sanchez y colaboradores realizadas en lineas celulares no neuronales, como
TERT-RPEL (células del epitelio retinal), se observo que el canal es expresado en
la fase G2/M, donde es necesario para un transito temporal nomal y cuando el
canal no es expresado las células tardan méas tiempo en la fase G2/M (Sanchez A.
et al., 2016).

7.6 ¢El canal Kv10.1 puede ejercer sus efectos sin necesidad de conducir
iones?

En células cancerosas, en donde el canal Kv10.1 esta sobreexpresado, el canal
las provee con una tasa mayor de proliferacion. Los mecanismos por los cuales el
canal induce este aumento pueden ser tanto dependientes como independientes
de la conductancia del canal ya que cuando se han expresado canales que no
tienen capacidad de conducir iones la proliferacion celular disminuye, pero no lo
suficiente como para afirmar que en la migracion celular no intervienen procesos
independientes de la conductancia. Por ejemplo, en el 2005 Hegle vy
colaboradores transfectaron NIH 3T3 con canales Kv10.1 que presentaban una
mutacion puntual que les impedian conducir iones (EAG-F456A) y observaron que
las células proliferaban igual a las células con canales Kv10.1 normales, indicando
que no se necesitaba un flujo de iones de K* para incrementar la proliferacion
celular. También disefiaron 2 canales que presentaban ganancia de funcion (EAG-
TATSAA y EAG-HTEE), lo cual les permitia desplazar su V12 de activacién hacia
valores mas negativos y por tanto desplazaban el potencial de membrana en
reposo hacia potenciales mas negativos. Células que expresaban canales EAG-
TATSAA/F456A o EAG-HTEE/F456A disminuian su tasa de proliferacion respecto
al canal Kv10.1 normal; lo que esta mezcla de mutaciones causaba era que habia

mas canales abiertos (debido al Vi de activacion mas negativo) al voltaje de
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membrana en reposo y debido a que los canales no tenian la capacidad de
conducir iones el potencial de reposo no podia cambiar y por lo tanto el canal
permanecia en estado abierto. A partir de estos resultados, pareciera que la
proliferacion esta ligada a la posicion del dominio sensor de voltaje. En esta
investigacion ellos observaron que la proliferacion inducida por medio del canal
EAG-F456A utiliza la via de sefalizacion de la p38 MAP cinasa (Hegle A. P. et al.,
2005).

Otra investigacion que reafirma que el canal Kv10.1 induce proliferacion de
manera independiente a conductancia fue la llevada a cabo por Downie y
colaboradores que en el 2008, propusieron que la expresion del canal Kv10.1
produce una mayor proliferacion celular cancerosa al promover un incremento de
la angiogénesis a través de la produccién de una hipoxia leve; la sobreexpresion
del canal induce un incremento de HIF-1a, el cual es un factor de transcripcion
inducible por hipoxia, lo que provoca un incremento de VEGF el cual es uno de los
factores que influencian la angiogénesis. Para conocer si el incremento de la
proliferacion celular era dependiente de la conductancia del canal, usaron un canal
el cual tenia una glicina sustituida por una serina en la secuencia de la region del
poro y de esta forma abolir la permeacion; este canal mutado fue transfectado en
células NIH 3T3 y las células implantadas en un ratén. Las células fueron capaces
de producir tumores, aunque de menor masa que los producidos por el canal
Kv10.1 normal. Esta y otras observaciones indicaron que el canal promueve la
proliferacion celular de forma independiente a la conductancia iénica (Downie B.
R. etal., 2018).

Lo que se intenta en esta tesis es usar al canal por su capacidad conductora y
poder hiperpolarizar el potencial de membrana para intentar disminuir procesos
celulares (migracion y proliferacion celular) ya que las células cancerosas tienden
a tener un potencial mas depolarizado. Basados en nuestros resultados pareciera
gue el hecho de hiperpolarizar la membrana activando el canal no interefiere en la
proliferacion y migracion celular. Los compuestos modularon al canal en los

experimentos de electrofisiologia, pero el tiempo que las células estuvieron en
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contacto con los compuestos fue muy poco comparado con el tiempo que los
compuestos fueron evaluados en los ensayos funcionales que fue de hasta 24
horas. La célula puede a partir de procesos de homeostasis o de desensibilizacion
provocar que el compuesto no tenga el efecto observado a lo largo de todo el
tiempo evaluado. Ya que el cambio de voltaje es un reflejo de la modulacion del
canal es importante evaluar este parametro cada cierto tiempo y tener certeza de

si el efecto esta presente en todo el lapso de duracion.

7.7 Perspectivas de trabajo.
1. Realizar estudios de patch clamp en la modalidad de inside-out para conocer si
los compuestos moduladores del canal Kv10.1 pueden potenciar la corriente

producidas por este canal al ser agregados del lado intracelular.

2. Realizar experimentos con canales Kv10.1 que no tengan la capacidad para
conducir iones para conocer si los compuestos promueven algun proceso celular

independiente de la conductancia del canal.

3. Evaluar el potencial de membrana en células HEK-Kv10.1 durante intervalos
largos de tiempo en presencia de las moléculas ensayadas, para intentar asociar
los cambios del PMR con los ensayos funcionales.

4. Evaluar los compuestos ensayados en lineas celulares con expresiéon endégena
del canal Kv10.1.
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8. Conclusiones.
1. La corriente iGnica que se registro en la linea celular HEK-Kv10.1, presentan las

caracteristicas biofisicas del canal Kv10.1.

2. EI NS1643 y el DHA producen un incremento de las corrientes generadas por el
canal Kv10.1 expresado de forma estable en células HEK293. El NS1643 produce
un efecto bifasico el cual es dependiente del tiempo de aplicaciéon, generando un
efecto positivo en los primeros segundos de aplicacion y después un efecto
inhibitorio (irreversible) en la corriente. Tanto los efectos producidos por el NS1643

como del DHA son dependientes de la concentracion.

3. El NS1643 y el DHA producen hiperpolarizacién del PMR de las células con

expresion del canal Kv10.1, dicha hiperpolarizacién fue de alrededor de 10 mV.

4. La incubacién de NS1643 y el DHA durante 24 h no afecta la viabilidad celular
de la CHO-WT ni CHO-Kv10.

5. En los ensayos del cierre de la herida, las moléculas no produjeron cambios en

la migracion celular pasadas las 24 horas.

6. NS1643 y DHA no afectan la tasa de proliferacion celular en las lineas celulares

utilizadas.
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