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RESUMEN

En este trabajo se estudia la posibilidad de que los cambios conformacionales
dependientes de voltaje que sufre Kv1.3 sean un elemento esencial para activar vias de
sefalizacion que conducen a la proliferacién. Estudiamos los efectos que tenian las
variaciones del potencial de membrana sobre la proliferacion inducida por Kv1.3 en células
HEK?293. Para ello se transfectaron células con el canal silvestre Kv1.3, bien solo, bien
junto con canales de potasio dependientes de ATP (Katp). Estos Kate permiten cambiar el
potencial de membrana, ya que utilizamos tanto un canal silvestre (KatpWT), que esta
cerrado en condiciones basales, como un mutante con ganancia de funcién (KatrGD), que
esta abierto en condiciones basales y por tanto hiperpolariza a las células que lo expresan.
La proliferacion inducida por Kv1.3 no se vio alterada por la coexpresion de Kv1.3 +
KatPWT, pero fue abolida en las células que coexpresaban Kv1.3 + KatpGD. La
repolarizacion de la membrana mediante incubaciones cortas en medios con altas
concentraciones de K+extracelular revirtio el efecto inhibitorio que ejercia KatrGD sobre la
proliferacion inducida por Kv1.3. Para excluir la posibilidad de que estos resultados fueran
debidos a la permeabilidad a K+ de Kv1.3 se repitieron los experimentos con el mutante del
poro Kv1.3WF, obteniéndose los mismos resultados. Estos resultados nos permiten
concluir que el canal Kv1.3 modula la proliferacién actuando como un sensor de voltaje,
que ante cambios en el Em sufre cambios conformacionales que conducen a la activacion
de vias de sefializacién que favorecen la proliferacién celular.

Palabras clave: Kv1.3, potencial de membrana, células de musculo liso vascular,
modulacion fenotipica.
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ABREVIATURAS

e EdU: 5-ethynyl-2-deoxyuridine.

e Ewm: Potencial de membrana.

e FBS: Suero bovino fetal.

e HEK: Células embrionarias de rindn humano.
o [K+]e: Concentracion de K+ extracelular.

e Karp: Canal de potasio regulado por ATP.

¢ Kir: Canal de potasio rectificador interno.

¢ Kbv: Canal de potasio dependiente de voltaje.
¢ MEM: Minimal Essential Medium, Gibco.

e PM: Modulacién fenotipica.

o SUR: Receptor de sulfonilureas.

e VSMCs: Células de musculo liso vascular.



1. INTRODUCCION

1.1 Sistema cardiovascular y estructura de los vasos

sanguineos

El sistema cardiovascular esta formado por el corazén y una red de vasos sanguineos
(arterias, venas y capilares) que transportan la sangre y cuya principal misiéon es asegurar
una adecuada perfusion a todos los tejidos del organismo, ademas de conservar y
amortiguar las oscilaciones de la presion sanguinea (1).

La pared de los vasos sanguineos esta formada por tres capas, que de fuera a dentro son:
tunica adventicia, tunica media y tunica intima. Estas estructuras se encuentran bien
conservadas en la mayoria de los vasos (excepto los capilares que carecen de tunica
media) aunque dependiendo del tipo de vaso y la localizacién pueden presentar ciertas
variaciones de grosor y composicion (2).

Tuanica adventicia, es la capa de tejido conjuntivo mas externa, se compone
principalmente de tejido colageno de disposicion longitudinal y algunas fibras
elasticas. Estos elementos se mezclan gradualmente con el tejido conjuntivo laxo
que rodea los vasos. El espesor de la tunica adventicia oscila entre relativamente
delgado en la mayor parte del sistema arterial hasta bastante grueso en las vénulas
y venas, donde es el componente principal de la pared vascular. Ademas, la tunica
adventicia de las arterias y las venas grandes contiene un sistema de vasos
llamados vasa vasorum que irriga las paredes vasculares, al igual que una red de
nervios auténomos llamados nervi vasorum que controlan la contraccién del
musculo liso en la pared del vaso.

Tunica media o capa media, se compone principalmente de capas organizadas en
estratos circunferenciales de células musculares lisas (VSMC, Vascular Smooth
Muscle Cells). En las arterias, esta capa es relativamente gruesa y se extiende
desde la membrana elastica interna hasta la membrana elastica externa. La
membrana elastica externa es una lamina de elastina que separa la tinica media
de la tunica adventicia. Entre las VSMCs de la tunica media hay cantidades
variables de elastina, fibras reticulares y proteoglucanos. Las hojas o laminas de
elastina son fenestradas y estan dispuestas en capas circulares concéntricas.
Todos los componentes extracelulares de la tunica media son producidos por las
VSMCs.

Tunica intima, es la capa mas interna de la pared del vaso, consta de tres
componentes: 1) una capa simple de células epiteliales, el endotelio; 2) la lamina
basal de las células endoteliales (una delgada capa extracelular compuesta
principalmente por colageno, proteoglucanos, y glucoproteinas) y 3) la capa
subendotelial, que consta de tejido conjuntivo laxo. En este tejido conjuntivo laxo a
veces se encuentran células musculares lisas. La capa subendotelial de la intima
en las arterias y arteriolas contiene una capa o lamina de material elastico
fenestrado que recibe el nombre de membrana elastica interna. Las fenestraciones
permiten que las sustancias se difundan con facilidad a través de la capa y alcancen
las células mas profundas dentro de la pared del vaso.
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Figura 1. Estructura de la arteria aorta humana. Figura a: diagrama de los distintos
componentes vasculares descritos en el texto. Figura b: fotomicrografia que muestra el corte
de la pared de la aorta humana tefida con resorcina-fucsina de Weigert; se observan las
membranas elasticas entremezcladas con las células de musculo liso de la tunica media (2).

1.2 Células de musculo liso vascular y modulacién fenotipica

Las células de musculo liso vascular son las encargadas de dar soporte estructural al vaso
y regular el flujo de sangre. Presentan una amplia gama de proteinas contractiles,
receptores, moléculas de sefalizacién y canales ionicos, y su ciclo celular esta
caracterizado por unas tasas de proliferacién, migracion y produccion de proteinas de la
matriz extracelular bajas. Esta descripcion se corresponde con un fenotipo contractil,
quiescente y bien diferenciado que puede sufrir modificaciones de tal forma que las VSMCs
pueden pasar a un estado menos diferenciado que se corresponde con un fenotipo
proliferativo o sintético, con mayores tasas de sintesis proteica, proliferacién y con
capacidad de migrar. Este proceso se conoce como modulaciéon fenotipica (PM,
Phenotypic Modulation) o cambio fenotipico (3, 4).

Los fenotipos contractil y proliferativo representan los extremos de un espectro de fenotipos
con multiples estadios intermedios que, regulados por sefiales extracelulares e
intracelulares, coexistirian en las paredes de los vasos.

En un vaso sano, la PM ocurre a un ritmo bajo, aunque constante y suficiente como para
posibilitar la renovacion de la pared vascular, asi como para asegurar la reparacion
anatémica y funcional del dafio en caso de que éste se produjese. Sin embargo, cuando
los mecanismos que controlan el proceso fallan, la plasticidad de las VSMCs se vuelve
perjudicial porque es responsable de la hiperplasia de la intima, un proceso que lleva al
engrosamiento de la capa intima y que constituye uno de los mecanismos fisiopatologicos
subyacentes de afecciones vasculares como la arterioesclerosis, la re-estenosis
postangioplastia o la vasculopatia del trasplante, problemas médicos potencialmente
mortales y relevantes desde un punto de vista epidemiolégico. (3,4,5)
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1.3 Canales de K+ voltaje dependiente (Kv) y su papel en la
modulacién fenotipica: El canal Kv1.3

Perspectiva general

Las VSMCs presentan una gran variedad de canales Kv, cuya expresion es diferente en
funcién del lecho vascular y el tamafio del vaso donde se encuentren. Los canales Kv
juegan un papel fundamental en la respuesta de las VSMCs regulando el potencial de
membrana y, en consecuencia, el flujo de Caz+. Ambos mecanismos estan implicados a su
vez en funciones celulares basicas como la proliferacion, migracion y secrecion celular.

Dentro de la gran familia de canales de potasio dependientes de voltaje, el canal Kv1.3 ha
sido implicado en proliferacién en diferentes tipos celulares como: linfocitos T, linfocitos B,
oligodendrocitos, macrofagos, microglia, astrocitos y células tumorales (6). Este resultado
se ha observado también en las VSMCs de distintos lechos vasculares y distintas especies,
incluyendo la humana (7). Un estudio previo de nuestro grupo de investigacion caracterizo
la expresion de un gran numero de canales iénicos en VSMCs de arteria femoral de raton.
Para ello se utilizaron dos modelos de proliferacion: un modelo in vivo (por lesion
endoluminal del vaso) y un modelo in vitro (VSMCs en cultivo primario). Se observé que
solo dos genes de los 96 analizados mostraron un aumento significativo en su expresion
en ambos modelos: el canal Kv1.3 y la subunidad Kv32, subunidad que actia de chaperona
de los canales Kv1 (3). Asimismo, se demostré como la inhibicién de este canal disminuia
la proliferacion y migracién de las VSMCs en cultivos celulares. Trabajos posteriores
muestran como el bloqueo del canal reduce la formacién de hiperplasia de la intima en un
modelo de lesiéon murina (8). Estos resultados sugieren un papel fundamental de Kv1.3 en
el proceso de modulacion fenotipica de las VSMCs por lo que es relevante estudiar los
mecanismos responsables cara a la utilizacién este canal como posible diana terapéutica
para controlar la hiperplasia de la intima asociada a lesiones vasculares.

Kv1.3

Kv1.3 es un canal de potasio dependiente de voltaje que pertenece a la subfamilia Kv1
(familia Shaker). El canal funcional es un tetramero de subunidades a, constituidas cada
una de ellas por 6 hélices transmembrana (S1-S6) y dos dominios citoplasmaticos. Los
elementos transmembrana se organizan en dos dominios, el sensor de voltaje, encargado
de detectar el potencial de membrana (S1-S4) y el dominio que forma el poro (S5-S6). El
dominio citoplasmatico amino terminal participa en la tetramerizacién de las subunidades
a y trabajos recientes sugieren que los dominios intracelulares pueden tener un destacado
papel en la sefalizacion celular a través de sus interacciones con otras proteinas (ver
Figura 3).
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Figura 3. A. Esquema de la estructura del Kv1.3. La figura muestra las subunidades Kva
descritas arriba y la disposicion de las cuatro subunidades alrededor de poro para formar el canal
funcional (6). B. Biofisica del canal. La figura muestra las curvas de activacion (en rojo) e
inactivacion (en negro) dependiente de voltaje del canal.

El canal funciona de tal forma que la despolarizacion de la membrana provoca un
movimiento de cargas en S4 (corriente de compuerta o de “gating”) acompanado de un
cambio conformacional en S4 que se traduce en un desplazamiento de la unioén de las
subunidades S4-S5. Este desplazamiento determina un cambio estructural que provoca la
apertura del poro del canal y permite el paso de iones K+ a su través. El umbral de
activacion de los canales Kv1.3 esta situado en torno a los valores de -50 mV y -60 mV, y
la probabilidad de apertura del canal aumenta con la despolarizacién. El punto medio de la
activacion dependiente de voltaje se encuentra alrededor de -40mV en células T (curva
roja en la figura 3B). La despolarizacién mantenida conduce a una inactivacion del canal
dependiente del voltaje con un valor medio situado en torno a -45mV (9).

Ademas, la actividad de Kv1.3, puede ser modulada mediante la interaccion con otras
proteinas como: las subunidades B citoplasmaticas, integrinas, caveolinas o proteinas con
dominios PDZ. Asimismo, modificaciones post-transcripcionales como la fosforilacion o la
glicosilaciéon pueden regular la actividad del canal (6).

Participacion del canal en la proliferaciéon celular

Los mecanismos por los que Kv1.3 esta implicado en la proliferacion celular no han sido
descritos aun con exactitud. No obstante, existen 2 modelos que, desde un punto de vista
mecanicista, intentan explicar como Kv1.3 media la progresion del ciclo celular.

¢ El modelo de potencial de membrana. Este modelo propone que el canal Kv1.3 es
importante en la proliferacion, porque los flujos de K+ pueden controlar el potencial
de membranay, por lo tanto, la fuerza impulsora del Caz+. Ademas, también pueden
contribuir a regular el volumen celular, que también es un parametro critico para la
proliferacion celular (10). En las células inmunes (células T, células B y macréfagos)
este es el mecanismo que explica el papel de Kv1.3 en proliferacién (9,11,12).

e Elmodelo del sensor de voltaje. Segun este modelo, hay cambios conformacionales
dependientes de voltaje en el canal que se traducen en la activacion de cascadas
de senalizacién que inducen proliferacién. En este modelo, la sefializacion no
depende de su actividad como canal sino de la proteina del canal que puede
interactuar con las vias de sefalizacién celular a través de proteinas asociadas (13).
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Figura 4. Mecanismos de proliferacion de los canales Kv. Los canales Kv influyen
en la progresion del ciclo celular a través de mecanismos dependientes e
independientes del flujo de iones (10).

Kv1.3 actiia como un sensor de voltaje

Para estudiar el mecanismo mediante el cual Kv1.3 induce proliferacion se expresé el canal
en un sistema heterélogo, las células HEK293, que permite expresar la proteina de interés
sola o acompanada y estudiar el efecto producido sobre la funcién de interés. Resultados
previos del laboratorio ya demostraron que la sobrexpresion del canal en las células HEK
aumenta la proliferacion con respecto a las células no transfectadas y que este efecto pudo
inhibirse mediante el uso de bloqueadores selectivos de Kv1.3 (3). Para estudiar el
mecanismo implicado se construyeron varios mutantes del canal que se describen a
continuacion:

1. Canal Kv1.3WF, canal Kv1.3 con una mutacion en la region del poro; el resultado
es un canal Kv1.3 con el sensor de voltaje intacto pero que no permite el flujo de
iones a través del poro.

2. Canal Kv1.3WE3X, canal Kv1.3 con el poro y el sensor mutado, es decir, no detecta
cambios en el potencial de membrana y no conduce K-.

oot e

Figura 5. A. Kv1.3WF: Kv1.3 no conductor con una mutacién puntual (W389F) en el dominio
del poro. B. Kv1.3WE3X: Kv1.3 no conductor e insensible al voltaje, con la mutacién del poro
(W389F) y tres mutaciones puntuales adicionales en la regién S4 (R320N / L321A / R326l).

Con estos mutantes se realizaron experimentos de proliferacién celular y se demostré que
solo las células transfectadas con el canal silvestre y el mutante WF (sin poro, pero con un
sensor de voltaje intacto) aumentaban su tasa de proliferacién con respecto a las HEK
control. La conclusion de estos experimentos fue que en las células HEK, Kv1.3 puede
inducir la proliferacién mediante un mecanismo independiente de flujo de K+, pero requiere
un sensor de voltaje intacto (16).
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En este trabajo se profundiza en los mecanismos que involucran al canal Kv1.3 en
proliferacion, analizando como afectan los cambios en el potencial de membrana (Ew) a la
proliferacion mediada por el canal Kv1.3 y el canal Kv1.3WF. Para ello se transfectaran
células HEK293 con el canal silvestre Kv1.3 y el mutante del poro Kv1.3WF, bien solos,
bien junto con canales de potasio dependientes de ATP (Katr). Estos Katep nos permitiran
cambiar Ewm, ya que utilizaremos tanto un canal silvestre (Katr WT) como un mutante con
ganancia de funcién (Kate GD), que esta abierto en condiciones basales y que por tanto va
a hiperpolarizar las células. De esta manera estudiaremos como afectan los cambios en el
potencial de membrana a la proliferacion celular mediada por Kv1.3.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipotesis de este trabajo es que los cambios en el potencial de membrana (Ewm) de la
célula son detectados por el canal Kv1.3, que sufre unos cambios conformacionales
dependientes de voltaje que se transmiten al dominio citoplasmatico y activan cascadas de
senalizacién implicadas en la proliferacion celular.

El objetivo principal ha sido estudiar como n los cambios en el potencial de membrana
afectan a la proliferacion celular inducida por Kv1.3 o el mutante del poro Kv1.3WF en
células HEK293.

Los objetivos especificos han sido:

1. Medir el potencial de membrana de las células HEK293 transfectadas con el
canal Kv1.3 solo o en presencia de los canales Katr WT o Kate GD.

2. Analizar la tasa de proliferacion de células HEK293 transfectadas con el canal
Kv1.3 solo o en presencia de los canales Kate WT o Kate GD.

3. Estudiar el efecto sobre la proliferacion inducida por Kv1.3 de maniobras
experimentales que impidan la hiperpolarizacién inducida por Kate GD.

4. Comprobar si el efecto de los cambios en el potencial de membrana sobre la
proliferacion son los mismos cuando se expresa el canal sin poro, Kv1.3WF,
repitiendo las determinaciones de los objetivos 1, 2 y 3 en células transfectadas
con Kv1.3WF.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Vectores

Para la realizacion de este trabajo las células HEK se transfectaron con los vectores de
expresion que se describen a continuacion:

1. pmCherry-N1. Este vector esta disenado para expresar una proteina de interés
fusionada con el extremo amino de la proteina mCherry. El vector vacio expresa
una proteina fluorescente roja, mCherry, que se utiliza como condicion control del
experimento y permite determinar la eficiencia de transfeccion. Las células se
someten al proceso de transfeccidon con un vector que no expresa el canal de
estudio.

2. pCherry-N1-Kv1.3. Este vector expresa la proteina de fusion formada por el canal
Kv1.3 y la proteina mCherry en su extremo carboxilo (14).

3. pCherry-N1-Kv1.3-WF. Expresa el canal Kv1.3 sin poro, con la mutacion W389F,
fusionado con la proteina mCherry.

4. pcDNA3.1-Kir6.2WT. Expresa la proteina de membrana Kir6.2 silvestre, que es la
subunidad formadora del poro del canal de potasio sensible a ATP, Katp, que se
activa por la disminucion de los niveles intracelulares de ATP y se cierra en
presencia de niveles elevados de ATP.

5. pcDNA3.1-Kir6.2G334D. Expresa la subunidad formadora de poro Kir6.2 con una
mutacion, G334D, que hace que al canal insensible a la inactivacion por ATP y que,
por tanto, esta constitutivamente abierto, es una mutaciéon de ganancia de funcion.

6. pECE-SUR1. Expresa la subunidad reguladora SUR1 (receptor de sulfornilurea)
que junto con la subunidad Kir6.2 forma el canal de potasio sensible a ATP, Katp.
Los vectores 4,5 y 6 fueron donados por el Dr. Colin Nichols (St. Louis, MO).

3.2 Cultivo celular

Para expresar los vectores mencionados anteriormente se utilizé la linea celular HEK293.
Esta linea celular se obtuvo en 1973, cuando células embrionarias renales, mediante un
proceso de transformacién, incorporaron a su cromosoma 19 parte del ADN del adenovirus
humano tipo 5. Estas células son muy utilizadas en investigacién porque son muy faciles
de cultivar, crecen muy rapido y se transfectan con mucha facilidad.

Las células HEK293 fueron adquiridas de ATCC® CRL-3216™. El medio de cultivo
utilizado fue el MEM, suplementado con un 5 % de FBS, 100 unidades/ml de penicilina-
estreptomicina, 5 ug/ml de fungizona y 2 mM de L-glutamina. Las células se manipularon
siempre en una campana de flujo laminar (Telstar Biostar) con un filtro que retiene
particulas superiores a 0.2 ym y permite mantener las condiciones de esterilidad. Se
utilizaron material y soluciones estériles. Las células se mantuvieron en un incubador (Hera
Cell 150, Telstar) a 37 °C, bajo atmdsfera humeda de 95% de aire y 5% de COa.

3.3 Transfeccion de HEK293

Las células HEK293 fueron transfectadas mediante lipofeccién cuando alcanzaron una
confluencia comprendida entre el 80-90%. Se usé Lipofectamina® 2000, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

La lipofeccién es una técnica que permite introducir material genético dentro de la célula
utilizando liposomas, que son vesiculas capaces de fundirse con la membrana plasmatica,
puesto que ambas estructuras estan formadas por una bicapa fosfolipidica. En el proceso
se utiliza, generalmente, un lipido con carga positiva (lipido catiénico) que es capaz de
unirse con el material genético, que esta cargado negativamente.
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En el proceso de transfeccién se utilizaron 1-2 microgramos de plasmido para transfectar
una placa de Petri de 35mm de diametro, 9,6 cmz, al que se afadié Lipofectamine2000 en
una proporcion de 1:3 (1 ug de plasmido: 3 ul de Lipofectamina). La mezcla se preparé en
un eppendorf con 1ml de Opti-MEM, que es un medio de suero reducido. Para permitir que
se formasen los liposomas, la mezcla fue incubada a temperatura ambiente durante 30
minutos. Después, el medio en el que estaban siendo cultivadas las células HEK fue
eliminado y sustituido por la mezcla de transfeccion. Pasadas 24 horas, se comprobd
cualitativamente la eficiencia de la transfeccion observando en el microscopio el nimero
de células que expresaban la mCherry, la proteina fluorescente roja.

Figura 7. Imagenes de microscopia de células HEK. A la izquierda imagen de células HEK
adquiridas con un microscopio de contraste de fases. A la derecha imagen adquirida con un
microscopio de fluorescencia que muestra en rojo las células HEK transfectadas con un
vector que expresa la proteina Cherry.

3.4 Medida del potencial de membrana

La medida del potencial de membrana (Ewm) se llevé a cabo con la técnica de patch-clamp
en el modo current clamp (fijacion de corriente) y en la configuracion de parche perforado.

El patch-clamp (pinzamiento de membrana) es una técnica electrofisioldgica que permite
estudiar las propiedades eléctricas de las membranas bioldgicas. Fue desarrollada en la
década de los 70 por los cientificos alemanes, Erwin Neher y Bert Sakmann y obtuvieron
por ello, en 1991, el premio Nobel de Fisiologia.

En los experimentos de patch-clamp se emplean dos electrodos:
e Electrodo de registro, situado dentro de una micropipeta que se rellena con una
solucion interna, es el que esta en contacto con la célula.
¢ Electrodo de referencia, situado en la solucién externa que bafa a las células.

Cuando el electrodo situado en la pipeta entra en contacto con la célula se aplica una
pequefia succion, se forma un sello de alta resistencia y se establece un circuito eléctrico.
El amplificador conectado al electrodo de registro permite registrar y controlar el potencial
de membrana y las corrientes idnicas.

El potencial de membrana lo medimos con la modalidad de current-clamp (o fijacion de
corriente), que nos permite medir el Em de las células y sus cambios en repuesta a cambios
en la composicion de la solucién externa (diferentes concentraciones de Ks+).

Se utilizé la configuraciéon de parche perforado que nos permite preservar la composicion
del medio intracelular. En esta configuracién, el acceso eléctrico con el citosol se consigue
afiadiendo en la solucién interna de la pipeta agentes como nistatina o anfotericina B que
generan pequefios poros en la membrana por los que solo se mueven iones monovalentes,
de tal forma que se mantienen el resto de los componentes del citosol (15).
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Procedimiento experimental

Las células HEK transfectadas se sembraron sobre pequefios cubreobjetos de vidrio
tratados con poli-L-lisina y se dispusieron en el fondo de una pequefia camara de registro
(0,2 ml), situada en la platina de un microscopio invertido. La camara se perfundié por
gravedad con la solucién de bafio o solucién externa que contiene (en mM): 141 NaCl, 4.7
KCI, 1.2 MgCI2, 1.8 CaCl2, 10 glucosa y 10 HEPES (pH 7.4 con NaOH). Para los
tratamientos con concentraciones crecientes de potasio las soluciones se obtienen
aumentando la concentracion de KCI a expensas de reducir la concentracion de NaCl para
mantener la osmolaridad.

Se utilizaron pipetas de vidrio de borosilicato (2.0 mm O.D, WPI) pulidas (Narishege PP-
83) y con unas resistencias de entre 3-7 MQ. Para los experimentos de parche perforado
antes de rellenar la pipeta con la solucion interna se sumerge la punta de la pipeta
brevemente en una solucién que contiene (en mM): 40 KCI, 95 KGlutamato, 8 CaCl2 y 10
HEPES (pH 7.2 con KOH) y posteriormente, se rellena con la misma solucion que contenia
anfotericina B (480 pg / ml).

Los registros se obtuvieron con un amplificador Axopatch 700A. Después de obtener un
sello de alta resistencia se evalué el acceso eléctrico al citoplasma celular comprobando el
aumento en la capacitancia de la célula. En este momento el amplificador se cambié al
modo de current clamp y se registr6 en modo continuo el potencial de membrana para
determinar su valor en reposo o sus cambios en respuesta al aumento de [K+] extracelular
en células control o células transfectadas con los diferentes plasmidos. Los datos
electrofisiologicos se analizaron con la subrutina CLAMPFIT del software PCLAMP (Axon)
y el software ORIGIN 7.5.

3.5 Ensayos de proliferacion

Para determinar la tasa de proliferacién celular se utilizé el kit comercial Click-iT®EdU
CellproliferationAssay (Invitrogen). En este ensayo se emplea el reactivo EdU (5-etinil-2’-
deoxyuridina), que es un analogo de la timidina que es incorporado por las células que
proliferan al nuevo DNA sintetizado durante la fase S del ciclo celular. La adicciéon posterior
de azida AlexaFluor ® 488 (verde), que reacciona con el grupo alquilo de EAU mediante la
reaccion de Click, permite detectar el EdU incorporado mediante fluorescencia verde.
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detectada por fluorescencia.

Las células HEK se transfectaron con los vectores indicados en cada experimento, se
sembraron 40.000 células por cristales de 12 mm de diametro cubiertos con poli-L-lisina y
se incubaron con Edu (20 yM) en medio de cultivo durante 30 minutos. Posteriormente las
células se fijaron con formaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,5% y
se procedio a iniciar la reaccion de Cick-IT, segun las instrucciones del fabricante. Para
cuantificar el numero total de células, éstas se incubaron con el marcador fluorescente
Hoechst 33342 (azul), que se une al DNA marcando los nucleos. Por ultimo, los cristales
se montaron en portaobjetos utilizando Vectashield ®.

La tasa de proliferacion se estimdé como el porcentaje de células que incorporaron EdU
(Células EdU +) con respecto al total de células marcadas con el marcador nuclear Hoechst
33342.

Las imagenes se adquirieron con el objetivo de 10X en un microscopio de fluorescencia
Nikon Eclipse 90i, con el software Nis-Element (Nikon). Las imagenes se binarizaron para
medir el porcentaje de area tefiida usando el software Fiji (Imagen J).

En cada experimento se hicieron triplicados de cada condicién y se adquirieron 4 o 5
imagenes de cada cristal, en todos los experimentos se realizaron controles internos
positivos y negativos. La seleccién y el analisis de los campos se llevé a cabo con el método
de doble ciego.

Para los ensayos de proliferacion en los que el medio extracelular tenia concentraciones
de K+ elevadas se fueron mezclando en las proporciones requeridas las soluciones A y B,
siendo solucion A (en mM): 114.9 NaCl, 0 KCI, 0.81 MgSO4, 44 NaHCOs3, 0.91 NaH2PO4,
5.55 Glucosa, 1 piruvato de sodio, 2.5x10-4 Fe(NOs)s y 1.80 CaClz y solucién B: la misma
composicién salvo el NaCl a 0 y el KCl a 114.9 mM respectivamente. De esta forma se
consiguieron soluciones isosmaéticas a diferentes concentraciones de K+ extracelular.

3.6 Analisis estadistico de datos

El analisis estadistico se realizé utilizando los paquetes de software Microsoft Excel y R.
Los datos recogidos de varios experimentos diferentes se expresan como la media + error
estandar de la media (SEM). La prueba de Shapiro-Wilk y la prueba de Bartlett se usaron
para evaluar la normalidad y la homogeneidad de las variaciones, respectivamente. Para
la comparacion de 3 o mas grupos se empled el anadlisis de la varianza de un factor
(ANOVA), y cuando la ANOVA reveld diferencias entre grupos, para determinar entre qué
grupos se dan las diferencias, se utilizé el Test de Tukey en el caso de distribuciones
normales y variaciones iguales o el Test de Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn
en el resto de casos. A lo largo de trabajo las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas cuando p <0,05.
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4. RESULTADOS

Para explorar si el papel pro-proliferativo de Kv1.3 en células HEK depende de los cambios
conformacionales dependientes de voltaje que llevan el canal de un estado cerrado a un
estado abierto, se manipulé el Em en estado de reposo de las células HEK cotransfectando
el canal Kv1.3 junto con una canal de potasio Karp, y se realizaron medidas tanto de
potencial de membrana como de las tasas de proliferacion en las diferentes condiciones
de estudio.

4.1 Efectos de la expresion de Kv1.3 solo o con Kate sobre Ewm

Nuestro primer objetivo fue explorar el potencial de membrana en células HEK que
expresan el canal Kv1.3 solo o en presencia del canal Katp silvestre (KatrWT) o el canal
Kate mutado con ganancia de funcion (KatrGD).

Los canales Katp son canales de potasio sensibles a nucledtidos intracelulares, que se
activan por MgADP y se inhiben por ATP. Actian como sensores metabdlicos, de forma
que cuando baja la concentracion de ATP se abre el canal y se hiperpolariza la célula,
mientras que cuando la concentracién de ATP se mantiene en niveles normales, como
sucede en los cultivos, el canal esta cerrado y la célula despolarizada.

En este trabajo, para expresar los Katp, las células HEK fueron cotransfectadas con las
subunidades Kir6.2+SUR1, que forman el canal funcional presente en tejidos como el
corazén y el pancreas (17). Cuando se transfectan con la subunidad Kir6.2 silvestre, se
expresa el canal Kate-WT y cuando se transfectan con la subunidad Kir6.2 con una
mutacion, G344D, que hace al canal insensible a ATP, se expresa el canal KatrGD o canal
con ganancia de funcion, que esta permanentemente abierto (18) (ver figura 10).

A B GOF K,;p channel

WT K channel K+ (Sur1-Kir6.2 G334D)
(Surl-Kir6.2 WT)

Figura 10. Representacion esquematica de los canales Kate. A. KatPWT, en condiciones
normales de cultivo esta inhibido por el ATP, que se encuentra a valores de 5mM-10mM, por lo
que el canal permanece cerrado y la célula no se hiperpolariza. B. KateGD, este canal esta
constitutivamente abierto debido a que la mutacion en la subunidad Kir6.2 lo hace insensible a la
inhibicion por ATP.

Cuando medimos el Em comprobamos que, como ya se habia descrito (16), la transfeccion
de las células HEK con el canal de potasio Kv1.3 hiperpolariza el Em de reposo. El Em
cambia de un valor medio de -12,2+2,5 mV en células control, sin transfectar o
transfectadas con la proteina Cherry, a un valor de -41,5+0,7 mV en las células que
expresan el canal Kv1.3 solo. Cuando se coexpresa el canal Kv1.3 con el KatrPWT no se
observa cambio en el Em, como cabia esperar, dado que en las condiciones de cultivo en
las que estan las células este canal esta inhibido por el ATP. Sin embargo, la coexpresion
del Kv1.3 con el KatrGD hiperpolariza significativamente las células, desplazando el Em a
un valor medio de -56,8+1,6 mV. A este valor de Em el canal Kv1.3 esta cerrado y no tiene
capacidad de detectar cambios en el voltaje, ni de generar corrientes de gating, ni de sufrir
cambios conformacionales (ver figura 3).
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4.2 Efecto de la expresion de Kv1.3 solo o con Karp sobre la
proliferacion celular

Una vez determinado el valor del potencial de membrana estudiamos la tasa de
proliferacion celular en las mismas condiciones.

Observamos como la proliferacién inducida por la expresion del canal Kv1.3 no cambia
cuando coexpresamos el canal KatrWT. Sin embargo, cuando se coexpresa con el canal
KatpGD, desaparece el efecto del Kv1.3 sobre la proliferacion.
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4.3 Efectos de la manipulacién del Em en células expresando
Kv1.3 con Katp sobre la proliferacion celular

Para confirmar si es la hiperpolarizacion de las células el factor determinante de la
inhibicion de la proliferacién mediada por Kv1.3 en presencia de KatrGD, se estudio el
efecto de la incubacién con concentraciones crecientes de K+ extracelular sobre el
potencial de membrana en reposo y sobre la tasa de proliferacién celular.

Las células HEK transfectadas con el canal Kv1.3 solo, o en presencia de KatrWT, o
KatpGD se trataron con concentraciones crecientes de K+ extracelular, de 5 mM
(concentracién en condiciones normales) a 60 mM, y se midieron los cambios en el Ewm.

Como muestra la figura 13, a medida que aumenta la concentracion de K+ extracelular se
va despolarizando el potencial de membrana en todas las condiciones estudiadas (Kv1.3
solo, Kv1.3+KaPWT y Kv1.3+KatpGD), de tal forma que, a partir de una concentracion de
K+ extracelular determinada (en torno a 30 mM), los potenciales de membrana se igualan,
sin importar que tipo de vector expresen.
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Sin embargo, como muestra la figura 14, la tasa de proliferacion no se vio afectada por el
aumento de la concentracion de potasio (y por tanto por la despolarizacion de Ewm) en las
células HEK control, con tasas de proliferacion bajas pero constantes (linea negra), ni en
las células transfectadas unicamente con el canal Kv1.3, que presentan valores de
proliferacion altos y constantes (linea verde). No obstante, en las células que expresan el
canal KatrGD, el efecto inhibitorio de este sobre la proliferacion inducida por Kv1.3 se
revierte progresivamente al aumentar la [K+]Je hasta 40mM vy restaurar los valores de
potencial de membrana (linea naranja).
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4.4 Efectos de la expresion del canal Kv1i.3WF solo o con
canales Katr sobre el Em y la proliferacion

A continuacién, aunque ya se habia demostrado que el efecto sobre la proliferacion de los
canales Kv1.3 es independiente del flujo de K+ (16), en este trabajo se quiso descartar la
posibilidad de que los efectos del cambio en el Em sobre los cambios en la proliferacion
fueran debidos a la permeabilidad a K+ del canal Kv1.3.

Para estudiar esta posibilidad, se coexpresé el mutante del canal sin poro, el Kv1.3WF,
junto con los canales KarrWT o KatrGD, y se determiné el potencial de membrana y la tasa
de proliferacion celular en cada condicién.

La medida del potencial de membrana en las condiciones indicadas muestra como solo
cuando se expresa el canal KatrGD el Em cambia, la membrana se hiperpolariza a valores
de -60 mV (ver figura 15), valores similares a los obtenidos cuando transfectamos el canal
Kv1.3 con KaterGD. Asimismo, Kv1.3WF induce proliferacién (la proliferacion inducida por
Kv1.3 es independiente del flujo de K+) y ésta se inhibe en presencia del canal KatrGD.
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Figura 15. Efectos sobre el Em (A) y sobre la proliferacion (B) de la expresion de
Kv1.3WF solo o junto con KatPWT o KatrGD. Las barras muestran las medias de los
potenciales de membrana (A) y de las tasas de proliferacion de las células HEK que expresan
los canales indicados. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto a las HEK
control.

4.5 Efectos de la manipulacion del Em en células expresando
Kv1.3WF con Kate sobre la proliferacion celular
De igual forma que sucedié con el Kv1.3, la restauracion de los valores de Ewm con altas

[K+]e permitié recuperar los valores de la proliferacion inducida por Kv1.3WF en presencia
de canales KatrGD.
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Figura 16. Efectos del aumento del K+ extracelular sobre el Em (A) y sobre la proliferacion (B).
A. Las curvas muestran la despolarizacion progresiva del Em con concentraciones crecientes de K+
extracelular. B. Proliferacién medida tras incubar las células con 5 o0 40 mM de K+ durante la
incubacion con Edu, en células que expresan Kv1.3WF solo o con KatpGD.

Estos datos sugieren que la proliferacion inducida por Kv1.3 requiere de cambios
conformacionales, sensible al potencial de membrana, que se producen en la transicion de
cerrado a abierto y que son independientes de la permeabilidad a K+ del canal Kv1.3.
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5. DISCUSION

La modulacion fenotipica es un proceso fisiolégico de las VSMCs que les permite transitar
desde un fenotipo contractil, no migratorio y bien diferenciado, a un fenotipo proliferativo,
migratorio y con altas tasas de sintesis de proteinas de la matriz extracelular. Este cambio
de fenotipo que pueden experimentar las VSMCs es esencial para la reparacion de lesiones
vasculares inducidas por causas mecanicas, quirdrgicas o en respuesta al crecimiento o el
desarrollo. Sin embargo, una excesiva e incontrolada modulacion fenotipica que dirija las
VSMCs hacia un fenotipo proliferativo es uno de los mecanismos etiopatiogénicos
implicados en la arterioesclerosis, la re-estenosis postangioplastia, la vasculopatia del
trasplante o la hipertension. Aunque estas entidades son complejas e involucran multiples
procesos de los que se conoce poco, los canales de potasio dependientes de voltaje han
sido sefialados como posibles dianas terapéuticas que pueden ofrecer resultados mas
positivos que las terapias actuales (19).

En este trabajo estudiamos el efecto de los cambios en el potencial de membrana sobre la
proliferacién inducida por el canal de potasio Kv1.3 en un sistema heterdlogo, las células
HEK293. Trabajos previos ya demostraron que Kv1.3 es capaz de aumentar la tasa de
proliferacion cuando se expresa en estas células y que este efecto es independiente de su
funcion como canal ya que mutantes sin poro, pero no los insensibles al potencial de
membrana, son también capaces de estimular la proliferacion (16). Esto sugiere que el
canal Kv1.3 induce proliferacion actuando como un sensor de voltaje que detecta
cambios en el potencial de membrana que se traducen en cambios conformacionales
dependientes de voltaje que llevarian a la activacion de cascadas/vias de sefalizacion que
activarian la proliferacion celular, como se ha descrito para la via de MEK/ERK (14).

Los cambios en el potencial de membrana modulan o afectan la proliferacion
inducida por Kv1.3

Con el objetivo de confirmar si el papel pro-proliferativo de Kv1.3 en las células HEK
depende de los cambios conformacionales dependientes de voltaje se manipuld el
potencial de membrana de reposo de las células cotransfectando canales Kv1.3 con
canales Katp: KatpWT inhibidos por ATP y KatrGD insensibles a la inhibicién por ATP. La
transfeccion de células HEK con canales Kv1.3 hiperpolarizé el Em. Tal y como se
esperaba, el Em no se modificé en las células cotransfectadas con KatPWT, mientras que
las cotransfectadas con KatpGD tienen un potencial de membrana significativamente
hiperpolarizado debido a que estos canales mutantes estan permanentemente abiertos,
aumentando la permeabilidad a K+ y acercando el Em hacia el potencial de equilibrio del K+,
en torno a -70 o0 -80 mV en estas células. Los ensayos de proliferacién realizados en estas
condiciones mostraron que la proliferacion inducida por Kv1.3 no se modificé tras la
cotransfeccion con KatrWT, pero fue completamente abolida en presencia de KatrGD. Para
confirmar que la hiperpolarizacion celular es la responsable de la inhibicion de la
proliferacion inducida por Kv1.3 en presencia de KatrGD se estudié el efecto que tenia
revertir los valores de Ewm incubando las células con concentraciones crecientes de K+e
sobre el Emy la proliferacion celular. El aumento de la [K+]e no afecté a la proliferacion basal
de HEK ni tampoco a la proliferacién inducida por Kv1.3. Sin embargo, a medida que
aumenta la [K+]ey el Em se despolarizaba, el efecto inhibitorio que ejercia KatrGD sobre la
proliferacion inducida por Kv1.3 se fue revirtiendo progresivamente.
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Los efectos del potencial de membrana sobre la proliferacion inducida por Kv1.3 son
independientes de la corriente de potasio del canal

Para excluir la posible contribucion de la permeabilidad a K+ de Kv1.3 a los cambios en la
proliferacion asociados a las variaciones en el Em se coexpresé el mutante sin poro
Kv1.3WF junto con los canales KatPWT o KatrGD, como se indicé anteriormente. Es
importante descartar esta posibilidad porque la permeabilidad al K+ puede traer consigo
cambios en el pH celular, cambios en el volumen o cambios en la concentracion de Caz+
intracelular, parametros que pueden afectar a la proliferaciéon celular. Los resultados
obtenidos mostraron que solo en presencia de KatrGD se hiperpolarizd la membrana, y
nuevamente se produjo una inhibicion de la proliferacion inducida por Kv1.3WF. Al igual
que con los canales Kv1.3, la restauraciéon de los valores de Em con incubaciones cortas
en alto K+ extracelular recuperé la proliferacion inducida por Kv1.3WF en presencia de
canales KatrGD.

Por tanto, el canal Kv1.3 no funciona solo como un simple poro que permite el paso de
iones a través de la membrana plasmatica, sino que, ademas, actua como una proteina
integral de membrana sensible a cambios en el potencial de membrana que puede influir,
a través de cambios conformacionales dependientes de voltaje, en complejos
macromoleculares activando distintas vias de sefalizacion celular.

Los resultados indican que el canal Kv1.3 es capaz de impulsar la proliferacién de células
HEK cuando se produce una transicién de un estado cerrado a un estado abierto en el
rango de valores del potencial de membrana de reposo. Se ha propuesto que las
transiciones cerrado-abierto pueden modificar la disposicion de algunas regiones
citoplasmaticas del dominio C-terminal del canal que tendrian como resultado la exposicién
de determinados residuos aminoacidicos susceptibles de ser fosforilados, lo cual activaria
la proliferacion (16). Es decir, la conformacion abierta del canal podria corresponderse con
un estado ON para proliferacion, debido a una conformacién en el dominio C-terminal que
posibilita o facilita la proliferacion de las células HEK mediante interacciones proteina-
proteina, mientras que la conformacién cerrada, que es la situacién que nos encontramos
cuando las células estan hiperpolarizadas debido a la presencia de KatrGD, podria
corresponderse con un estado OFF para proliferacion del dominio citoplasmatico C-
terminal, con una conformacién diferente que no es capaz de activar la proliferacion.
Ademas, esta transicion OFF-ON para la proliferacion es independiente de la
permeabilidad al K+ como demuestran los resultados con Kv1.3WF.

Otros datos del laboratorio sugieren que la fosforilacién de estos residuos en el dominio C-
terminal en el estado ON facilitan la interaccidon del canal con la proteina IQGAP3, que es
una proteina de andamiaje relacionada con la proliferacion celular a través de la via
MEK/ERK.

Kv1.3 como diana terapéutica

La cuestion mas interesante es como llevar estas conclusiones a la practica clinica. El uso
de sustancias bloqueantes del canal Kv1.3 que impidan la transicion cerrado-abierto y por
tanto las transiciones ON-OFF del dominio citoplasmatico C-terminal responsables de las
interacciones proteina-proteina pueden constituir una herramienta eficaz para prevenir el
remodelado vascular secundario al proceso de modulacion fenotipica que experimentan
las VSMCs. La utilizacion de estos bloqueantes podria presentar ventajas en comparacion
con otras drogas anti-proliferativas, como lo inhibidores de la ruta mTOR o el paclitaxel,
que son muy poco especificos, presentan mayor toxicidad y tasas de fallo terapéutico
mejorables.
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6. CONCLUSIONES

1. La proliferacion inducida por Kv1.3 en células HEK293 es abolida en presencia del
canal KatrGD que esta constitutivamente abierto y provoca hiperpolarizacion del
Ewm.

2. La proliferacion inducida por Kv1.3 en células HEK293 que coexpresan KatrGD se
recupera al revertir la hiperpolarizacion del Em mediante incubaciones cortas en
medios con altas [K+]E.

3. La proliferacion inducida por Kv1.3 en células HEK293 es independiente de su
funcién primaria como canal, como demuestran los resultados con el canal
Kv1.3WF.

Estos resultados nos permiten concluir que el canal Kv1.3 modula la proliferacion
actuando como un sensor de voltaje, de forma que los cambios conformacionales
dependientes de voltaje del canal son un elemento esencial en la proliferacion
inducida por Kv1.3.
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RESUMEN

* En este trabajo se estudia la posibilidad de que los cambios
conformacionales dependientes de voltaje que sufre Kv1.3
sean un elemento esencial para activar vias de senalizacion
gue conduzcan a la proliferacion. Estudiamos los efectos que
tenian las variaciones del potencial de membrana sobre la
proliferacion inducida por Kv1.3 en células HEK293. Para ello se
transfectaron células con el canal silvestre Kv1.3, bien solo,
bien junto con canales de potasio dependientes de ATP (Kp).
Estos K,p permiten cambiar el potencial de membrana, ya que
utilizamos tanto un canal silvestre (K,;,,WT) como un mutante
con ganancia de funcion (K,,GD), que esta abierto en
condiciones basales y por tanto hiperpolariza a las células que
lo expresan. La proliferacion inducida por Kvl.3 no se vio
alterada por la coexpresion de Kv1.3+K,..WT, pero fue abolida
en las células que coexpresaban Kv1.3+K,;;GD. La
repolarizacion de la membrana mediante incubaciones cortas
en medios con altas concentraciones de K*extracelular revirtio
el efecto inhibitorio que ejercia K,,GD sobre la proliferacion
inducida por Kv1.3. Para excluir la posibilidad de que estos
resultados fueran debidos a la permeabilidad a K* de Kv1.3 se
repitieron los experimentos con el mutante del poro Kv1.3WF,
obteniéndose los mismos resultados.

La coexpresion de Kv1.3 con K,;,GD hiperpolarizé
las células HEK e inhibio la proliferacion inducida

INTRODUCCION
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RESULTADOS

CONSECUENCIAS DE LA HIPERPOLARIZACION DEL E,, SOBRE LA PROLIFERACION INDUCIDA POR Kv1.3

La repolarizacion del E,, mediante incubaciones cortas en
altas concentraciones de K* extracelular recuperdo Ia
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La coexpresion de Kvi.3WF con K,,GD
hiperpolarizo las células HEK e inhibiéo Ia
proliferacion inducida por Kv1.3

La repolarizacion del E,, mediante incubaciones cortas con
altas concentraciones de K* extracelular también recuperé la
proliferacion inducida por Kv1.3WF en presencia de K,;,GD
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Los efectos del cambio en el E,, sobre la proliferacion
inducida por Kv.1.3 no se deben al flujo de K* del canal
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CONCLUSIONES

e La proliferacion inducida por Kv1.3 en células HEK293

es abolida en presencia del canal K,;,GD, que provoca
una hiperpolarizacion del E,,.

La proliferacion inducida por Kv1.3 en células HEK293
que coexpresan K,,GD se recupera al revertir la
hiperpolarizacion del E,, mediante incubacién con alto
K* extracelular.

La proliferacion inducida por Kv1.3 en células HEK293
es independiente de su funcidon primaria como canal,
como demuestran los resultados con el canal mutante
Kvl.3WF.

Estos resultados nos permiten concluir que el canal
Kvl.3 modula la proliferacion actuando como un
sensor de voltaje, que ante cambios en el E,, sufre
cambios conformacionales que conducen a |la
activacion de vias de senalizacion que favorecen la
proliferacion celular.
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