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Resumen
Entre los más de 100 genes conocidos que codifican canales iónicos selectivos a potasio, el llamado Kv10.1 posee propiedades muy particulares que lo diferencian de los demás. El gen que codifica Kv10.1 fue identificado en una mutante de Drosophila melanogaster, la cual exhibe un movimiento rítmico al ser sometida a ether, por lo cual se le denomina mutante “ether a-go-go”. El canal Kv10.1 se encuentra prácticamente solo en tejido nervioso. Sin embargo, en tejidos tumorales se encuentra en más del 70% de los casos. Esto lo hacen un nuevo blanco para la diagnosis y terapia del cáncer. 

Abstract
Among the over 100 genes known so far to encode for the various potassium channels known so far, the type Kv10.1 exhibits properties that are quite unique. The corresponding gene coding for Kv10.1 was isolated from a Drosophila melanogaster mutant that exhibited a dancing behaviour under ether, and therefore termed “Ether a-go-go”. Kv10.1 is expressed almost exclusively in the nervous system. The expression levels of Kv10.1  and the selectivity of its ion pore are cell-cycle dependent and it is overexpressed in rapid proliferating tissue, in particular in over 70% of all cancers. The latter offers a novel diagnostic and therapeutic window for the treatment of cancer.  
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Introducción

Los canales iónicos son proteínas transmembranales que permiten el intercambio de iones y así ejercen funciones de relevancia fisiológica, como la homeóstasis iónica, el establecimiento del potencial e reposo y la modulación de la excitabilidad en tejidos excitables, en especial neuronales y musculares. Estos canales se pueden separar principalmente en dos clases:  los voltaje-dependientes, como los rectificadores tardíos, los rectificadores anómalos y los transitorios y los activados por ligandos, como los activados por calcio o ATP. Usando técnicas recombinantes de ADN en mutantes “Shaker” de Drosophila melanogaster  tres grupos independientemente (Schwarz et al.,1988, Pongs et al., 1988, Kamb et al., 1988) lograron elucidar la secuencia de aminoácidos de una familia de canales de potasio voltaje-dependientes presentes en el cerebro de ratones (Stuhmer et al., 1988). Actualmente se conocen unas 80 variedades estos canales pertenecientes a la familia “Shaker”. Partiendo de otra mutante de Drosophila melanogaster, llamada “ether a-go-go” (debido a sus movimientos rítmicos al ser sometida a éter) se logró identificar otro canal de potasio voltaje-dependiente con propiedades inusuales para canales de potasio fundando una nueva familia llamada “eag” (de ether-a-go-go) que ahora lleva la nomenclatura Kv10.1. La “K” indica que el canal es selectivo a la permeación por potasio, la “v” que es voltaje-dependiente, y el “10.1” que pertenece a la decima familia encontrada, siendo el primer miembro de ella. Además se han encontrado dos homólogos, el Kv10.2 y otro canal, cuya función fisiológica en el corazón ya se conocía y se le denominó Kv11.1 

Normalmente los canales de potasio se bloquean por cesio, el cual como el potasio pertenece a los metales alcalinos. Sin embargo, el Kv10.1 es,  sorprendentemente, permeable a cesio. La otra sorpresa fue que la velocidad de apertura (activación) del canal depende fuertemente del potencial medio antes del pulso que causa la activación. Esto implica una especie de “memoria” del canal a, por ejemplo, la actividad excitatoria anterior de unos 100 ms. De hecho, se pudo demonstrar que en ratones, en los cuales se eliminó el gen que codifica el Kv10.1, eran hiperexcitables y esta hiperexcitabilidad se debía a la ausencia de Kv10.1 en las terminales sinápticas de las fibras trepadoras con las células Purkinje (Mortensen et al., 2015). Gracias a la modulación de Kv10.1 por calcio intracelular, este canal regula la actividad motora dependiendo de la actividad previa; mucha actividad resulta en inhibición. Por lo tanto la ausencia del Kv10.1 induce hiperactividad. Un resultado sorprendente en ratones genéticamente modificados de forma tal que no expresan Kv10.1 fue que, aparte de hiperactividad, la ausencia del canal no tuvo mayores efectos (Ufartes et al., 2013). Esto probablemente se debe de que en mamíferos, Kv10.1 apena se comienza a expresar después del nacimiento y se estabiliza al llegar a ser adultos. 

La fuerte dependencia de la cinética de activación del potencial anterior es una propiedad que permite identificar y aislar las corrientes del Kv10.1 de cualquier preparación que contenga muchos otros canales voltaje-dependientes. Esto ha sido de gran relevancia para los estudios posteriores, como veremos más abajo. Otra propiedad única del Kv10.1 es su modulación por calcio intracelular (mencionado anteriormente) y magnesio extracelular. Cabe recordar que el calcio es esencial para la progresión a través del ciclo celular, en especial para terminar la fase S y M y que las células cancerosas alteran su regulación por calcio. 

Cual es una posible función fisiológica de Kv10.1?
Ya que la ausencia del Kv10.1 parece no causar trastornos graves ni durante la embriogénesis ni en el adulto, aparte de la modulación de la hiperexcitabilidad, cuáles son sus otras funciones fisiológicas o patofisiológicas? Las funciones fisiológicas no se conocen con certeza. El comportamiento de la mutante “ether-a-go-go” en Drosophila melanogaster  indica que, al menos en Drosophila melanogaster , la coordinación motora es regulada por Kv10.1. Pero seguramente estamos sólo al inicio de descubrir las funciones verdaderas de este canal. Recientemente, la participación de canales iónicos en cáncer (Arcangeli and Becchetti, 2015), en especial de canales de potasio (Pardo and Stühmer, 2014), ha ganado auge en la literatura, estableciendo un nuevo campo. El primer indicio de una función importante de Kv10.1 en cáncer fue el descubrimiento que tanto la permeabilidad como el nivel de expresión de Kv10.1 dependen del ciclo celular. Teniendo en cuenta la función del calcio en el ciclo celular y en cáncer, y guiados por el descubrimiento de que el nivel expresión del Kv10.1 en células tumorales está regulado por el oncogen p53 (un gen que suprime tumores), el factor de crecimiento E2F1 (que favorece la división celular) y el micro-ARN miR-34a, se analizó la región promotora del gen que codifica a Kv10.1.  Allí se pudieron encontrar tanto elementos que responden al factor de crecimiento E2F1 como al miR-34a. Por lo tanto, la participación de Kv10.1 en cáncer esta directamente relacionada con uno de los oncogenes principales. De hecho, usando técnicas genéticas para transformar células que normalmente no expresan Kv10.1 de manera tal que sí expresen este canal, no solo se pueden estudiar las propiedades de estos canales, si no también sus efectos en organismos. Inyectando subcutáneamente células así transformadas en ratas inmunodeficientes (para que no rechacen las células incorporadas) se inducen tumores agresivos. Estudiando más de 1500 muestras de tejido de pacientes con cáncer de distinta índole, se pudo demonstrar que en más del 70% de los casos estos expresan Kv10.1 (Hemmerlein et al., 2006, Menendez et al., 2012, Wadhwa et al., 2009). La hipótesis que Kv10.1 esta íntimamente relacionado con cáncer está aceptada en la literatura. Kv10.1, además de ser un marcador precoz de células que se dividen rápidamente (Urrego et al., 2016), es un buen indicador de la agresividad del tumor y es útil para el pronóstico del paciente (Agarwal et al., 2010, Lastraioli et al., 2015, Martínez et al., 2015).

Mecanismos  de regulación génica de Kv10.1

Para seguir más fácilmente el razonamiento, por favor referirse a la figura 1. En ella, los pasos individuales de la regulación están marcados con letras que corresponden en el texto en paréntesis. Las flechas verdes indican un efecto positivo, las rojas negativo. 
La expresión ectópica, es decir, fuera de lugar, de Kv10.1 favorece la división celular, la cual es fundamental para el desarrollo de tumores tanto malignos, como benignos, y para la división celular de células adultas (A). El factor de crecimiento E2F1 es regulado por p53 y retinoblastoma (Rb), dos agentes importantes en cáncer. Este factor favorece tanto la expresión de Kv10.1 (B1) (Lin et al., 2011), como de otras proteínas esenciales para el desarrollo de la división celular (B2) (Sengupta and Henry, 2015). Asimismo, el micro-ARN miR-34a reprime la expresión Kv10.1 tanto directamente (C1) como indirectamente a través de E2F1 (C2). Una función del oncogén p53 es reprimir la expresión del factor de crecimiento E2F1 a través de una fuerte expresión de miR-34a (D) (Lin et al., 2011). Una reducción o mal funcionamiento de p53, evento observado en muchos tumores, causaría una reducción de miR-34a, resultando en un aumento de E2F1 y consiguiente aumento de Kv10.1. Un caso concreto es la inducción de tumores por el virus del papiloma. Este virus provoca la expresión de las proteínas E6 (E6) y E7 (E7), las cuales afectan los oncogenes p53 y retinoblastoma (Rb), respectivamente (zur Hausen, 2002). E6 se asocia a p53,  induciendo su degradación por ubiquitina (F). La proteína E7 favorece la presencia de E2F1 activo (J1) al remover su inhibidor, el oncogen Rb (J2). Además, E7 es capaz de unirse directamente con E2F1, activándolo independientemente de su interacción con Rb (H) (Hwang et al., 2002). Teniendo presentes estos resultados, no es sorprendente que Ortiz y colaboradores pudieron demostrar, analizando muestras de tejido de cérvix, no solo una frecuente expresión de Kv10.1 en tumores de cérvix, sino también en tejido infectado por virus del papiloma sin cáncer (Ortiz et al., 2011).  
Además de E2F1, otro factor de crecimiento está involucrado en la sobreexpresión tumoral de Kv10.1. El factor de crecimiento similar a insulina, IGF1, es capaz de inducir una producción de Kv10.1 patológica e inducir cáncer a través de la cinasa AKT1 (I, K) (Borowiec et al., 2007). En los tumores cerebrales glioblastomas, el grupo de Bai y colaboradores logró demonstrar que la sobreexpresión de Kv10.1 es inducida por una reducción de la micro-ARN, miR-296 (L), y que los tumores expresan menos Kv10.1 si se les introduce un exceso de miR-296. Al mismo tiempo, los tumores se vuelven menos resistentes a medicamentos anti-tumorales (Bai et al., 2013). De la figura1 se puede deducir que la presencia de p53 y Rb funcional permite mantener un nivel bajo de expresión de Kv10.1. Sin embargo, Kv10.1 es expresado excesivamente si p53 o Rb  es bajo o no-funcional, o hay infección con el virus del papiloma, o el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina está activado. De hecho, estos son eventos que en muchos casos causan cáncer. Además de los procesos aquí descritos, hay numerosos otros que debido a restricciones de espacio no se pueden detallar, como por ejemplo la regulación de Kv10.1 por estrógeno a través de los respectivos receptores (Diaz et al., 2009).


Como favorece Kv10.1 la división celular y el cáncer?
El factor de crecimiento E2F1, sus homólogos E2F2 y E2F3, así como otros procesos aquí no descritos (por ejemplo, las ciclinas y cinasas ciclo-dependientes) forman un sistema estrechamente regulado de, y por, la división celular. Kv10.1 es ciertamente un jugador importante es este proceso, pero ciertamente no el más central. Sin embargo, hemos visto como la sobreexpresión de Kv10.1 es capaz de por sí misma inducir una división celular descontrolada que, como mínimo, favorece fuertemente la formación de tumores (Pardo et al., 1999). Sorprendentemente, el ratón transgénico incapaz de expresar Kv10.1 funcional, sí es capaz de desarrollar tumores, aunque estos tienen una pato-histología muy diferente a la de tumores comunes (Ufartes et al., 2013).
Una propiedad de los tumores sólidos es su estado hypóxico, el cual induce la angiogénesis activando el factor HIF (Hipoxia Inducible Factor), el cual a su vez interactúa con factores pro-angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Zimna and Kurpisz, 2015). El aumento en vascularización aumenta el suministro de oxígeno al tumor favoreciendo su crecimiento; es más, el aumento del oxígeno disponible es indispensable para satisfacer el elevado metabolismo del rápidamente creciente tumor. Resulta que Kv10.1 induce angiogénesis incrementando la producción de HIF al disminuir la presión parcial de oxígeno (Downie et al., 2008). De esta manera, Kv10.1 confiere al tumor una ventaja metabólica, favoreciendo su crecimiento. Esto es importante para tumores sólidos, no lo es para tumores del sistema sanguíneo como las leucemias, ya que éstas no dependen de angiogénesis para su suministro de oxígeno. Cerca de un 50% de las leucemias expresan Kv10.1. También en este caso, se observa una correlación entre el nivel de expresión del canal con una prognosis poco favorable (Agarwal et al., 2010). Este hecho indica que Kv10.1 tiene que tener otro mecanismo, más fuerte que la angiogénesis, para promover la división celular.
Regulación de la división celular
La división celular es una secuencia de eventos altamente regulados por la expresión de muy diversos genes y proteínas, que aseguran la duplicación de una célula madre. Fallos en esta regulación llevan a la no-proliferación o a la formación de células con defectos genéticos. La célula madre normalmente se encuentra en la fase G0. Al iniciar la replicación entra en una fase de crecimiento (de “growth”), la fase G1.  Sigue la fase S, llamada así por sintetizar copias de su ADN. En la siguiente fase, G2, se producen proteínas y organelos. Finalmente, ocurre la fase M (Mitosis), en donde las copias de ADN se separan para después terminar el ciclo con dos células separadas en fase G0. Ya que la expresión del factor de crecimiento E2F1 es un regulador importante del ciclo celular, y por tanto su expresión varía durante el ciclo celular, la expresión de Kv10.1 también debería de ser cíclica debido a su dependencia de E2F1. De hecho, sincronizando células al inicio de la transición entre G1 y S por medio de timidina, el nivel de expresión tanto de Kv10.1 como los de ciclina A2 y B1 (todas medidas inmunohistoquímicamente) exhibieron una expresión cíclica al dejar que las células reiniciaran su patrón de replicación (Urrego et al., 2016). La expresión máxima de Kv10.1 se observa en la transición de G2 a M y decae de nuevo una vez el ciclo celular se completa después de unas 12 horas. Esto aún no es prueba de una regulación directa de Kv10.1 por E2F2, ya que pueden existir uno o varios pasos intermedios entre cambios en E2F1 y Kv10.1. Por esta razón,  Urrego et al. insertaron una luciferasa como gen reportero bajo el control del promotor de Kv10.1, y utilizaron la cantidad de luz emitida como indicador de la expresión de Kv10.1. Se pudo demonstrar que las variaciones de luz emitida durante el ciclo celular correlacionan perfectamente con variaciones de Kv10.1 medidas inmunohistoquímicamente. Usando estas técnicas, e introduciendo mutaciones en la región promotora de Kv10.1 a las que se acopla E2F1 que evitan el acople, se logró significativamente reducir las variaciones cíclicas de Kv10.1 a través del ciclo celular, demostrando una regulación directa de E2F1 sobre los niveles de expresión de Kv10.1. Otra evidencia adicional e independiente de esta regulación se obtiene sobreexpresando E7 que inhibe Rb (paso G2 en la figura1) y causa por lo tanto un aumento en E2F1 (paso J1 en la figura 1). En consecuencia, la expresión de Kv10.1 se ve significativamente aumentada. Estos resultados demuestran una regulación directa y periódica durante el ciclo celular de Kv10.1 por E2F1 (Urrego et al., 2016). Una condición para la expresión cíclica de proteínas es su degradación rápida a escala menor del tiempo de la duración del ciclo celular, en este caso de unas 12 horas. La degradación de proteínas es iniciada, entre otras, por la ubiquitinación (Glickman and Ciechanover, 2002). De hecho, Kv10.1 es marcado para la degradación por ubiquitina, degradándose con una constante de tiempo de menos de 50 minutos (Kohl et al., 2011)   
Los resultados anteriores no solo aplican a células cancerosas, sino a todas células en proceso de división. Ya que existe una correlación temporal entre la expresión de Kv10.1 y, por ejemplo la ciclina B1, se puede estudiar la expresión de Kv10.1 en células no-cancerosas que se dividen rápidamente, como en la cripta del colon. En la figura 2 se puede ver la expresión de Kv10.1 y de ciclina B1 en la células que forman la cripta. A medida que se van diferenciando y dejan de reproducirse, tanto la ciclina B1 como Kv10.1 disminuyen.     
Cuál es el mecanismo que permite que la sobreexpresión de Kv10.1 conlleve a favorecer la división celular?
Prácticamente todas las células tienen un cilio primario, presente en los estados G0, G1 y parcialmente hasta la fase S/G2. Sin embargo, este cilio es reabsorbido antes de entrar en la fase M para volver a aparecer después de la citocinesis. Se localiza cerca del cuerpo basal, o cinetosoma, de la célula, el cual durante la meiosis actúa como centro de organización de los microtúbulos encargados de dividir los cromosomas durante la meiosis. Esto implica la reabsorción del cilio primario durante la fase M, como se ha indicado anteriormente. Como consecuencia, es indispensable resorber el cilio primario para que la división celular prosiga. Curiosamente, muchas células tumorales carecen de cilio primario, o si lo exhiben, es durante un periodo muy breve (Seeley et al., 2009). Estudiando la localización subcelular de Kv10.1, Sánchez et al (Sánchez et al., 2016) pudieron demonstrar que Kv10.1 se encuentra en centrosoma a la base del cilio primario. Anteriormente se mencionó que Kv10.1 se expresa mayoritariamente justo antes de la fase M, antes de la resorción del cilio primario. Analizando células en división, estas se pueden diferenciar en dos grupos bien distintos: células que expresan Kv10.1 y no tienen cilio primario, y células que tienen cilio primario pero no expresan Kv10.1. Pero hay una relación causal entre la expresión de Kv10.1 y la resorción del cilio primario? Sánchez et al lograron demonstrar que la sobreexpresión de Kv10.1 inhibe la ciliogenesis, y la reducción del nivel de expresión de Kv10.1, usando ARN de silenciamiento o interferencia, induce ciliogenesis (Sánchez et al., 2016). Por lo tanto,  Kv10.1 promueve la endocitosis del cilio primario, y explica investigaciones anteriores que demuestran que Kv10.1 interactúa con proteínas involucradas en la endocitosis, como cortactina (Herrmann et al., 2012) y Rabaptina 5 (Ninkovic et al., 2012). 
Resumen y conclusiones
El canal voltaje-dependiente Kv10.1, además de tener funciones como inhibidor de excitación neuronal dependiente de la actividad previa, tiene una función al centro de la regulación de la división celular, y por tanto en cáncer. Su expresión esta regulada por p53 y Rb, dos oncogenes importantes; y Kv10.1, a su vez, regula la división celular a través de la resorción del cilio primario. Se puede detectar en células que se dividen activamente y por tanto sirve como un indicador de tejido en crecimiento. Esto le concede utilidad como un marcador precoz tanto de transformación maligna como de pronóstico. Sin embargo, también el tejido hiperplásico  expresa Kv10.1, y no todos los tejidos cancerosos sobreexpresan Kv10.1. 
Además de su potencial diagnóstico, Kv10.1 puede utilizarse como un blanco terapéutico. Atacar este canal representa una vía independiente de las actualmente usadas en terapias anti-cancerosas basadas mayoritariamente en interferir con los receptores de factores de crecimiento extracelulares. Combinar estas estrategias seguramente resultaría en una terapia más eficiente, sobre todo porque la reducción o bloqueo de la expresión de Kv10.1 tiene solo consecuencias mínimas para la fisiología normal. El Astemizol, un medicamento usado como antihistamínico por millones de personas, tiene como efecto secundario reducir las corrientes a través de Kv10.1 y es eficaz en reducir tumores en modelos de cáncer in vitro y en animales (Pardo et al., 2012, Garcia-Quiroz and Camacho, 2011). El Astemizol fue retirado del mercado debido a unos 8 casos por millón de pacientes/dosis en los cuales este medicamento produjo arritmias cardiacas, debido a su interacción con Kv11.1. El Kv11.1, homólogo al Kv10.1, es uno de los tres canales responsables de la repolarización del potencial de acción del corazón. Pacientes susceptibles a arritmias bajo astemizol se pueden identificar por monitoreo cardíaco, y de esta manera el uso de astemizol se podría introducir en la clínica. Para evitar las interacciones entre Kv10.1 y Kv11.1, agentes más selectivos para Kv10.1 serían ideales, como por ejemplo anticuerpos monoclonales. Estos se han unido con sustancias que inducen muerte celular o apoptosis como TRAIL.  Proteínas recombinantes entre el anticuerpo monoclonal específico contra Kv10.1 y TRAIL han logrado inducir apoptosis en células que expresan Kv10.1 directamente y también en células a su alrededor (Hartung and Pardo, 2016). La evidencia de la efectividad al usar Kv10.1 como blanco contra el cáncer en tejido in vitro y en modelos animales es completa y contundente. Ahora solo faltan los ensayos clínicos, que debido a los altos costos, están a cargo de la industria farmacéutica o instituciones dedicadas a ensayos clínicos. Los estudios descritos aquí son un ejemplo de cómo la investigación básica, comenzada para entender la función de una nueva entidad molecular desconocida, ha resultado en un nuevo abordaje prometedor para combatir el cáncer.
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 Leyendas
Figura 1. Esquema de las interacciones entre algunos de los componentes que regulan es ciclo celular. El esquema es muy parcial y se refiere únicamente a procesos que están involucrados en la regulación de la expresión de Kv10.1. Para detalles por favor referirse al texto, allí se encuentran también las referencias bibliográficas de las interacciones mencionadas. 

[bookmark: _GoBack]Figura 2. Imágenes de células que forman criptas en el colon. En la parte inferior se encuentran las células madre que al diferenciarse migran hacia la parte superior. Las células madre de la cripta están entre las que más rápidamente crecen en el organismo. Al migrar, la células maduran y dejan de replicarse. La figura muestra una cripta marcada con marcadores de varios colores inmunofluorescentes. A la izquierda marcado con TO-PRO-3 los núcleos de las células en azul, luego la proteína Kv10.1 en rojo usando un anticuerpo específico contra ese canal, en verde un anticuerpo que reconoce a la ciclina B1. A la derecha se ve la superposición de las tres imágenes individuales. La combinación del color rojo con el verde resulta en el color amarillo, indicando los lugares en donde Kv10.1 y ciclina B1 coexisten, confirmando la presencia de Kv10.1 en las células proliferativas.        
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