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RESUMEN

El gen KCNH2 o hERG (human ether-a-go-go related gene) codifica las

subunidades a del canal KV11.1, responsable de la corriente rectificadora tardia
rapida de potasio, Ik, en humanos que es fundamental para una correcta
repolarizacion y controla la duracion del intervalo QT del electrocardiograma.
Una reduccién de esta corriente puede causar sindrome de QT largo tipo 2, la
cual aumenta la susceptibilidad a padecer arritmias graves como la torsion de
puntas. Diversas hormonas como la insulina o la leptina, y factores tréficos como
el IGF-1 o la noradrenalina que son necesarios para la correcta expresion de
canales de potasio cardiacos también son activadores de la quinasa mTOR
(mammalian target of rapamycin). Es por eso que proponemos a mTOR como
un posible regulador del canal hERG y usaremos la inhibicién de la via como
herramienta para probar su participacion en la regulacion del canal. Los
resultados obtenidos muestran que tal y como pensdbamos, la inhibicién de
MTOR, concretamente del complejo mTORC1, aumentan la corriente hERG
mediante un aumento de la traduccion y trafico a membrana de canales hERG.
Esto convierte a mMTORC1 en una interesante diana a estudiar para tratar

patologias como el LQTS2.






INTRODUCCION






1. Actividad eléctrica cardiaca

El corazon es el 6rgano que se encarga de enviar sangre al resto de
tejidos del organismo. Para bombear la sangre, las auriculas y los ventriculos del
corazén se contraen en respuesta a impulsos eléctricos que se generan y
propagan de forma organizada. La sangre se bombea de las auriculas a los
ventriculos y de los ventriculos al resto de tejidos. Debido a que el bombeo
ventricular tiene que recorrer mas camino que el auricular, la pared ventricular
es mas gruesa y se diferencian tres zonas de dentro a fuera: el endocardio, la

zona media y el epicardio (Nerbonne & Kass, 2005).

En el nodo sinoauricular, situado en la pared lateral superior de la auricula
derecha, se encuentran las células marcapasos. Estas células; tienen actividad
espontaneay por tanto estan especializadas en generar el impulso eléctrico. Los
impulsos viajan hacia el nodo auriculoventricular, donde se retienen un tiempo,
antes de viajar a traves de las fibras de Purkinje. Desde aqui el impulso eléctrico

se propaga por los ventriculos desde el endocardio hacia el epicardio.

Los impulsos eléctricos se denominan potencial de accion (PA) y son el
resultado de una combinacién de corrientes idnicas que producen cambios en el
potencial de la membrana celular. El potencial de accion cardiaco consiste en
una rapida subida del potencial de membrana o despolarizacion seguida de una
fase mas o menos isoeléctrica y finalmente por una repolarizacion. Estas
corrientes iGnicas son movimientos de iones que entran y salen de la célula a
través de proteinas transmembrana llamadas canales idnicos. La distribucion y
cantidad de estos canales no es igual en todas las células cardiacas, es por eso
que en cada zona del corazén la forma y amplitud del potencial de accion es
diferente (Figura 1).

La propagacion del impulso eléctrico y la contraccion muscular del
corazén estan acopladas y posibilitan el ciclo cardiaco. El impulso eléctrico que
se genera en el nodo sinoauricular viaja por las auriculas y produce su
contraccion. De ese modo, la sangre pasa a los ventriculos. En el nodo
auriculoventricular, la propagacion se retiene para que los ventriculos puedan

llenarse de sangre. Finalmente, el impulso se propaga hacia las fibras de



Purkinje y de ahi a los ventriculos. De ese modo los ventriculos se contraen y

bombean la sangre al resto de tejidos.
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Purkinje Fiber

.
\ Endocardium
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Figura 1. Forma y amplitud del potencial de accién en las distintas zonas del corazén.
Esquema de las distintas partes del coraz6n humano (izquierda) con sus respectivos tipos de
potenciales de accién(derecha) (Nerbonne, 2000)

1.1 Reqistro de la actividad eléctrica del corazoén: el

electrocardiograma

El electrocardiograma es el registro que recoge la actividad eléctrica total del
corazon. Contiene la suma de todos los potenciales de accion de las diferentes
zonas cardiacas. El electrocardiograma consta de varias ondas, segmentos y
complejos que se corresponden con el recorrido de los PA en el corazén (Figura
2) (Harris, 2016; Chiamvimonvat et al, 2017):

e Onda P: Corresponde a la despolarizacion de las auriculas.

e Complejo QRS: Recoge las ondas Q, R y S, que se generan al

despolarizarse los ventriculos.
e Onda T: Representa la repolarizacion de los ventriculos.

En definitiva, cada complejo PQRST corresponde a un latido cardiaco.
Alteraciones en este registro pueden ayudar a encontrar posibles fallos en el

latido cardiaco, como es el caso de las arritmias cardiacas.
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Figura 2. Representacién de un latido cardiaco en un electrocardiograma. Se detallan las

ondas, segmentos y complejos (modificado de Harris, 2016)

1.2 Potencial de Accion Cardiaco

El potencial de accion consta de 5 fases en las que participan distintos
canales i6nicos. Las fases del potencial de accién son las siguientes (Harris,
2016) (Figura 3):

1.2.1 Fase 0 o despolarizacion rapida.

Cuando el cambio del potencial de membrana sobrepasa el potencial
umbral, dispara un potencial de acciéon. Ese cambio en el voltaje produce la
apertura de los canales de sodio NaVv1.5, la cual hace que el sodio entre en la
célula movido por su gradiente electroquimico. Se produce una despolarizacion

rapida que eleva el potencial de la membrana desde -90 mV a +30 mV



aproximadamente. La corriente idnica responsable de la fase 0 es la corriente

rapida de entrada de sodio 0 Ina
1.2.2. Fase 1 o repolarizacion rapida inicial.

En la fase 1 se inicia la repolarizacion de la membrana. Esta fase se debe
a que se cierran los canales de sodio y se abren un tipo de canales de potasio.
Se trata de los canales Kv4.3, responsables de la corriente transitoria de salida

de potasio 0 lo.
1.2.3 Fase 2 o0 meseta.

La fase de meseta es caracteristica del potencial de accién cardiaco.
Recibe ese nombre porque el potencial de membrana se mantiene mas o0 menos
en un punto isoelectrico durante un periodo de tiempo que en el ventriculo puede

llegar a 200 o 300 ms.

Varios canales idnicos son responsables de esta fase de meseta. Por un
lado, la apertura de los canales de calcio Cavl.2, permiten la entrada de calcio
a la célula y generan la corriente de entrada de calcio tipo L o Ica-L. Por otro lado,
la apertura de canales de potasio provoca la salida de potasio de la célula y
contrarresta la entrada de cargas positivas del calcio. Los canales Kv4.3
responsables de la lo participan al inicio de la meseta. Luego, los Kv4.3 se
cierran y son los canales Kv11l.1 o hERG los que se encargan de mantener la
meseta. Estos canales conducen la corriente rectificadora tardia rapida o Ix.
Ademas, los canales Kv7.1 responsables de la corriente rectificadora tardia lenta
0 lks participan en situaciones en las que la frecuencia cardiaca es alta o en

situaciones activacion adrenérgica.
1.2.4 Fase 3 o repolarizacion rapida final

En esta fase los canales de calcio se cierran y los canales hERG cada vez

estdn mas activos, lo cual produce una rapida repolarizacion.
1.2.5 Fase 4 o reposo

Finalmente, los canales de potasio Kir2.1/2.2 mantienen el potencial de
reposo de la célula y generan la corriente rectificadora de potasio anémala o Ika.
Ademas de los canales ionicos, las bombas de sodio/calcio y de sodio/potasio
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también ayudan a mantener el estado de reposo manteniendo el sodio fuera de

célula.
Phase 4 Phase 1 Phase 3
ECF Na+ Caz2+
A 'Yy _ 4
ICF K+ K+ K+ K+
Transient K+ channels open and
K+ efflux returns TMP to OmV
1
S
E 07
e
© . .
= ﬁ]apld Na-+ influx Influx of Ca2+ through
o rough open fast L Ca2+ ch |
- Na+ channels -type Ca2+ channels
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@ by K+ efflux through 3 delayed rectifier K+
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_-g —-50 4 channels return TMP to —90mV
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TMP stable at —90mV
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Figura 3. Potencial de accién ventricular. Se detallan las cinco fases, los canales que
participan y los movimientos de iones que tienen lugar en cada una de ellas.

(http://Iwww.pathophys.org/physiology-of-cardiac-conduction-and-contractility/)

2. Canales i6nicos dependientes de voltaje

Los canales idnicos son proteinas transmembrana que forman poros que
permiten el paso de iones como el sodio, el potasio o el calcio a favor de su
gradiente electroquimico. Estos canales tienen gran importancia en muchos
procesos fisiolégicos como la transduccidn sensorial, la transmision sinaptica o
la contraccion muscular. Los canales ibénicos pueden clasificarse en funcion del
estimulo que provoca su apertura. Existen tres grupos: los canales dependientes
del voltaje, los canales activados mecanicamente y los canales dependientes de
ligando. La presente Tesis Doctoral se centrara unicamente en los canales

dependientes de voltaje. Estos canales se abren en respuesta a cambios en el
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voltaje de la membrana plasmaética y son los que participan en el potencial de

accion cardiaco.

Los canales dependientes de voltaje estdn formados por una subunidad
principal, llamada subunidad a, y por subunidades reguladoras o accesorias. La
subunidad o es la principal porque contiene los elementos esenciales para que
el canal se abra y conduzca corriente. Entre esos elementos funcionales
destacan el filtro de selectividad, que determina la permeabilidad (preferente) a
un determinado ion; el sensor de voltaje, encargado de detectar los cambios de
potencial de membrana; las compuertas de apertura y cierre del canal; y sitios
de union a reguladores como proteinas quinasas o a lipidos. Al contrario que las
subunidades a que atraviesan la membrana plasmatica, las subunidades
accesorias (subunidades B, KChiPs...) pueden ser citoplasmaticas o
extracelulares. El nimero y tipo de subunidades accesorias depende del tipo de
canal (Cui et al, 2001; Robert et al, 2005; Catterall et al, 2019).

El nombre de cada canal hace referencia al ion para el que son
permeables, no siendo nunca absolutamente especificos. La permeabilidad
depende del tamafio y las propiedades fisico/quimicas del ion. El poro por que el
entran los iones se va estrechando a medida que el ion se acerca al filtro de
selectividad, que interactla con el ion para determinar si cruza o no el poro. Si
en la interaccion el ion es capaz de cruzar la parte del filtro también cruzaré el
poro al otro lado (Hille, 2001).

Los canales iénicos son dinamicos y sus subunidades o sufren cambios
de conformacion que les permiten abrir o cerrar el poro. El proceso de apertura
y cierre del canal se conoce como gating. Se conocen tres conformaciones: el
estado de reposo (R) donde el canal se encuentra cerrado, el estado activo (A)
en el cual el canal se encuentra abierto y permite el paso de iones, y el estado
inactivo (1) donde el canal se encuentra de nuevo cerrado (Figura 4) (Roux,
2017).
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Figura 4. Conformaciones de un canal iénico. Estado de reposo (A), activo (B) e inactivo (C)
(Rollinger et al, 2017).

El estado conformacional del canal depende de los cambios del potencial
de la membrana. Estos cambios son detectados por el sensor de voltaje y
traducidos como un cambio conformacional que mueve las compuertas de
activacién e inactivacion. A potenciales hiperpolarizados, los canales se
mantienen en estado de reposo y los iones no pueden cruzar por el poro. Cuando
la membrana celular se despolariza, los canales detectan el cambio de voltaje y
pasan al estado abierto, permitiendo el paso de iones. Por ultimo, después de
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abrirse los canales pasan a un estado inactivo que impide de nuevo el paso de
iones. La mayoria de los canales idnicos necesitan retornar al estado de reposo
antes de volver a abrirse. El canal de potasio hERG (Kv11.1), sobre el que se

centra esta Tesis Doctoral, supone una excepcién a ese comportamiento.

2.1 Canales de potasio dependientes de voltaje.

Aunque se ha mencionado anteriormente que la subunidad o contiene los
elementos principales de un canal idnico, en el caso de los canales de potasio,
gue son evolutivamente mas primitivos, se necesitan cuatro subunidades o para
constituir un canal funcional (Figura 5). Por lo tanto, un canal de potasio completo
estd formado por un tetramero de subunidades alfa més las proteinas

accesorias.

Figura 5. Canal de potasio dependiente de voltaje y filtro de selectividad. Visto desde fuera
de la célula (arriba), de lado (medio) y la zona del poro vy filtro de selectividad (abajo) (Roux,
2017). Los diferentes monémeros estan representados en ocre, verde, rojo y azul. Las S hacen

referencia a los iones cruzando el filtro de selectividad.
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Cada subunidad alfa est4 formada por 6 segmentos transmembrana: S1,
S2, S3, S4, S5 y S6. Los segmentos del 1 al 4 forman el dominio de sensor de
voltaje y los segmentos del 5 al 6 el dominio del poro. EI dominio S4 se desplaza
y provoca la apertura del poro tirando del segmento S5. El bucle o union entre
los segmentos 5y 6 es el responsable de formar el poro junto con el resto de
segmentos 5 y 6 de las demas subunidades. En ese bucle, se encuentra el filtro
de selectividad del canal (Figura 6) (Chiamvimonva et al, 2017; Gonzalez et al,
2012; Horn, 2000).

S5-S6
Dominio Formador del poro

S1-54
Dominio sensor de voltaje

Subunidad o

Figura 6. Estructura de un canal de potasio dependiente de voltaje. Esquema de los

segmentos que forman una subunidad alfa y canal completo formado por 4 de ellas.

Dentro del poro el filtro de selectividad se estrecha hasta el punto en el
gue un ion de potasio apenas puede cruzarlo. En el filtro de selectividad se
conocen 4 sitios de union para el potasio (Morais-Cabral et al., 2001; Zhou et al.,
2001; Ortega-Séaez et al, 2000). Los aminoacidos que forman el filtro disponen
sus atomos de oxigeno hacia fuera de la misma manera que lo hacen las

moléculas de agua que rodean al potasio. Cuando el potasio entra en el poro,
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los &tomos de oxigeno sustituyen a las moléculas de agua del ion que recupera

una vez cruza el filtro (Figura 7) (Zhou et al., 2001).

NG,

K(OH,)g*

Figura 7. Mecanismo de entrada de un ion de potasio en el filtro de selectividad. Canal de
potasio rodeado de una capa de moléculas de agua (izquierda), filtro de selectividad en el bucle
S5-S6 (A) y ampliacion del filtro de selectividad en la que se muestra un ion de potasio cruzando
el poro (B). En los 4 puntos de unién atomos de oxigeno, en rojo, sustituyen a las moléculas del

agua que rodean el ion, las cuales recupera al cruzar el filtro (Kuang et al, 2015).

2.1.1 Activacion de los canales de potasio

En los canales de potasio el mecanismo de activacion o apertura ha
generado controversia, proponiéndose 2 modelos de apertura. Por un lado, el
grupo de Francisco Bezanilla, propone que el segmento S4 tiene la capacidad
de desplazarse desde la zona intracelular hacia la extracelular facilitando la

apertura del poro (Figura 8) (Bezanilla, 2002).
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Figura 8. Apertura de un canal de potasio dependiente de voltaje segun el modelo de
Bezanilla. El segmento S4 se desplaza de dentro a fuera y tira del S5 mediante el linker S4-S5
(Grizel et al, 2014). El dibujo 1 muestra el canal abierto. 2 y 3 muestran como el canal se cierra
mediante un movimiento del S4 hacia dentro de la membrana que finalmente alcanza el cierre
del canal en el dibujo 4. Desde este estado, los dibujos 5y 6 muestran como el desplazamiento,

esta vez hacia la cara extracelular, del S4 tira de las compuertas de apertura abriendo el canal.

Por otro lado, el modelo de la pala que propone Roderik MacKinnon
postula que cuando el canal esta cerrado los segmentos S1-S2 estan inmersos
en un ambiente lipidico, mientras que el S4 junto a un fragmento del S3 se
encuentran en la interfase, formando una unidad compacta llamada “pala”.
Cuando la membrana se despolariza, la “pala” se traslada de la cara interna a la
externa de la membrana, la atraviesa completamente y arrastra al S5 y abriendo
el poro. (Dorothy et al., 2005; Jiang et al, 2003; Jiang et al, 2003) (Figura 9).
Aunque parece ser que de entre los dos modelos el mas aceptado es el de

Bezanilla y el movimiento del S4 hacia la zona extracelular (MacKinnon, 2003)
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Figura 9. Apertura de un canal de potasio dependiente de voltaje segun el modelo de
MacKinnon. Distribucién de los segmentos en la membrana lipidica, se muestra como cuando
el S3y S4 se desplazan hacia fuera el poro se abre (A). La estructura formada por los segmentos
S3 y S4 forma la “pala” que se mueve para abrir el poro (B).

Estos dos modelos explican el mecanismo de apertura de las familias de
canales Kvl a Kv9. Sin embargo, recientemente se ha comprobado que los
canales Kv10 y Kvll se comportan de una manera diferente (Lorinczi et al.,
2015). En estos canales, entre los que se encuentra el canal hERG (Kv11.1), el
movimiento no se transmite desde el S4 al S5 a través del linker S4-S5, sino que
es independiente del mismo. Se podria expresar que el movimiento del S4
arrastra directamente al S5, provocando su apertura (Barros et al., 2019; Barros
et al., 2020) (Figura 10).
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Figura 10. Modelo de apertura de canales Kv10y Kv11l. A) En el modo candnico, el
segmento S4 (azul oscuro) actiia como una palanca que mueve el linker S4-S5 (verde),
reajustando la parte inferior de del segmento S6 (azul claro). B) El movimiento del segmento
S4 actia como una rueda dentada que cambia directamente la posicion del S5 vecino.
(Fernandez-Marifio et al., 2018)

2.1.2 Inactivacién de los canales de potasio

La inactivaciéon de los canales de potasio consiste en el cierre del poro, lo
que impide el paso de iones (Kuang et al, 2015). Para la inactivacion de los
canales de potasio, existen dos mecanismos aceptados, la inactivacion tipo N y
tipo C (Figura 11).
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C-type inactivation and selectivity filter gating
C N-type inactivation
.'\! A

Figura 11. Mecanismos de inactivaciéon de los canales de potasio. Inactivacion tipo C (arriba)
y tipo N (abajo) (Modificado de Kim & Nimigean, 2016)

La inactivacion tipo N, también conocida como modelo de bola y cadena,
consiste en una oclusion del poro producida por el extremo N terminal situada al
final del S6 de la subunidad alfa que se encuentra en la parte intracelular. De
este modo, el canal se tapona y no puede conducir corriente. ES un mecanismo
de inactivacién rapido. (Grizel et al, 2014; Kim & Nimigean, 2016). La inactivacion
de tipo C, conocida como colapso del poro, no hay ningun tipo de oclusién
mediada por el extremo N terminal. En este modelo, la inactivacion requiere de
la parte extracelular de S6 y que no haya iones de potasio unidos al filtro de
selectividad, el cual actia también como compuerta. De este modo, el cierre se
produce en la parte extracelular del poro cuando la parte extracelular del poro de
los 4 monomeros se juntan estrechando el poro (Roux, 2017, Grizel et al, 2014).
Un ejemplo de este mecanismo de inactivacion es el canal hERG.
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2.1.3 El estado de reposo en los canales de potasio

Después de inactivarse, los canales vuelven al estado de reposo y estan
otra vez listos para volver a abrirse frente a una despolarizacion. Este cambio de
estado va a depender de tiempo y de voltaje. Los voltajes repolarizantes (mas
negativos) facilitan el paso de estado inactivo a reposo, ya que cuando la
membrana deja de estar despolarizada no hay ningun tipo de fuerza que
mantenga el estado inactivo y el canal vuelve a su posicién original quedando

susceptible a activarse frente a un nuevo estimulo (Ortega-Saez et al. 2000).

2.2. Canales de Sodio y Calcio.

Estos dos tipos de canales comparten elementos con los canales de
potasio y es que ambos tienen subunidades accesorias que modulan las
propiedades y la funcion de la subunidad a. En los dos canales, la subunidad
alfa esta dividida en 4 segmentos (I, Il, lll y IV) y a diferencia de los canales de
potasio no necesitan formar un tetramero ya que es el mismo monoémero el que
se pliega para formar el canal completo. La cantidad de subunidades a y cantidad
y tipo de subunidades accesorias es diferente en ambos tipos de canales (Robert
et al, 2005; Catterall et al, 2015; Catterall et al, 2020). Los canales de sodio estan
formados por una o dos subunidades alfa y subunidades accesorias 31y p2. Por
el contrario, los canales de calcio tienen una Unica subunidad alfa y subunidades

accesorias a2, 0 y B (Figura 12).
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Figura 12. Estructura basica de los canales de sodio y calcio dependientes de voltaje.
Canales de sodio (arriba) y calcio (abajo). En ambas figuras se observan las subunidades a con

4 segmentos cruzando la membrana celular y las subunidades accesorias de cada canal

(Modificada de French & Zamponi, 2005).
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3. El Canal de potasio Kv11l.1 o hERG
El gen KCNH2 o hERG (human ether-a-go-go related gene) codifica las

subunidades a del canal KV11.1, responsable de la corriente rectificadora tardia
rapida de potasio en humanos (Sanguinetti et al, 1995; Trudeau et al. 1995). En
este proyecto de tesis nos referiremos a este canal y su corriente como canal y
corriente hERG. Este canal es uno de los miembros de la subfamilia de canales
eag (ether-a-go-go) junto con hERG2 y hERGS3 (Vardenberg et al, 2012).

El canal hERG dispone de dos regiones que son importantes para su
regulacion: El dominio PAS en el extremo N-terminal y el dominio CNBD en el
extremo C terminal (Figura 13). Ademas, sus dos subunidades accesorias, MinK
y MirP1 interactian con el canal mediante el dominio CNBD (Cui et al, 2001; Foo
et al, 2015).

B

Extracellular

‘!ﬁ‘

Aromatic
residues

PAS

N C

Figura 13. Estructura del canal hERG. Se observan dos mondmeros de un canal completo. Al
inicio del extremo N terminal se sitian en orden el dominio PAS, los segmentos S1, S2, S3y S4 en
color azul claro y los dominios S5y S6 en azul oscuro y al final el dominio CNBD junto al extremo
C terminal. Dentro del poro se observan 4 iones de potasio en el filtro de selectividad (Foo et al,
2015).
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3.1 Sintesis y degradacion del canal hERG.

Una vez sintetizada, para que la proteina hERG sea funcional el extremo
N-terminal debe ser glicosilado en dos ocasiones, la primera sucede en el
reticulo endoplasmico y la proteina hERG obtiene un peso molecular de 135
KDa. Para terminar de madurar y expresarse en la membrana es glicosilado de
nuevo en el aparato de Golgi, y alcanza un peso de 155 KDa (Vaddi et al, 2019;
Shawn et al, 2018 Foo et al, 2015).

En el reticulo endoplasmico, ademéas de la primera glicosilacion y el
ensamblaje de las subunidades alfa que forman el canal completo, se encuentra
la maquinaria de control de calidad de hERG (Lamothe et al, 2018). Esta
magquinaria estd compuesta por complejos proteicos que se encargan del
correcto plegamiento de las proteinas llamadas chaperones. Ademas de ello,
cuando una proteina no esta bien plegada, el chaperdn ubiquitina se une a la
proteina y la envia al proteasoma donde se degrada. En el caso de hERG los
chaperones encargados de su control de calidad son las proteinas Hsp70 y
Hsp90 (Figural4). Los canales hERG que residen en la membrana pueden ser
internalizados mediante vesiculas de endocitosis. Este proceso puede tener dos
resultados: El canal puede ser reciclado y enviado de nuevo a la membrana o
bien ser digerido via autofagia o via proteasoma (Gong et al, 2005; Chapman et
al, 2005; Sun et al, 2011) La cantidad de canales funcionales en membrana
dependera del balance entre el trafico a membrana y la degradacion de los
mismos y tiende a caer a la mitad en aproximadamente 11 horas (Steeleetal et
al, 2007; Fickeretal et al, 2003).
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Figura 14. Biosintesis, maduracion, trafico a memfrana e interlaizacién del canal hERG. El
mRNA de canal se traduce en la proteina hERG. Si el plegamiento es correcto, el canal procede
a ser glicosilado por primera vez (1) y enviado al aparato de Golgi para la segunda glicosilacién
con la que madura y se transloca a la memebrana (2). Si el plegamiento no es correcto, se
ubiquitiniza y se transloca al proteasoma para su degradacion (3). El canal es internalizado
mediante vesiculas de endocitosis y enviado al lisosoma (4). Desde aqui puede ser reciclado y

translocado a membrana (5) o puede ser degradado por el lisosoma (6) (Foo et al, 2015).

3.2 Funcionamiento del canal hERG

El canal hERG presenta ciertas caracteristicas que no se observan en la
mayoria de los canales de potasio dependientes de voltaje. En primer lugar, la
activacion y la inactivacion son procesos independientes entre si y dependientes
de voltaje y, en segundo lugar, la deactivacion del canal hERG es mas lenta que
la de otros canales. La inactivacion es mas rapida a medida que el potencial de
membrana se despolariza, es decir, a voltajes mas positivos. En segundo lugar,
en condiciones fisiolégicas no existe el paso del estado inactivo al estado de

reposo, sino que este canal tiene que pasar obligatoriamente por el estado activo
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para poder volver a reposo. La activacion del canal hERG requiere del cambio
de conformacion de los 4 monomeros mientras que para la inactivacion, es
suficiente con que uno de ellos cambie de conformacion (Figura 15) (Thomsom
et al, 2014).
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Figura 15. Cambio de conformaciéon de los monémeros del canal hERG. Desde el reposo

(R) los mondmeros del canal comienzan a cambiar de conformacion. Solo cuando los cuatro
monomeros han cambiado de conformacion el canal se activa completamente (A) y permite el
paso de iones de potasio. Para la inactivacion (I) basta con que uno solo de los monémeros

cambie de conformacion.

Una vez en el estado inactivo, el canal hERG vuelve a reposo pasando
obligatoriamente por el estado activo lo cual es de gran importancia para la
repolarizacién humana. La vuelta al estado de reposo o deactivacion del canal

hERG es lenta y dependiente de tiempo (Sanguinetti et al, 1995)
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3.3 El papel del canal hERG en el potencial de accidon ventricular.

En los ventriculos el canal hERG es responsable de generar la Ik y
participa en la fase 3 del potencial de accion. El hecho de que el canal hERG
tenga que pasar por el estado abierto para volver al estado de reposo es una
caracteristica fundamental para una correcta repolarizacion ventricular. En la
fase inicial del potencial de accion el potencial de membrana alcanza valores
positivos rapidamente debido a la rapida entrada de sodio, lo que aumenta la
velocidad de inactivacion del canal hERG y por lo tanto la mayoria de canales
hERG alcanzan el estado inactivo sin haberse activado. A medida que la
membrana se repolariza, los canales hERG que salen del estado inactivo para
volver a reposo pasan obligatoriamente por el estado activo y debido a su lenta
deactivaciéon se mantienen abiertos durante toda la fase de repolarizacion.
(Fernandez-Trillo et al, 2011; Butler et al, 2019).

Una reduccion de la corriente Ikr en el corazén humano puede implicar un
alargamiento del potencial de accion y un alargamiento del intervalo QT del
electrocardiograma, suponiendo un riesgo de aparicion de arritmias, las cuales
pueden ser letales. El alargamiento del intervalo QT como consecuencia de una
reduccién en la Ikr se conoce como sindrome de QT largo tipo 2 (LQTS2), y
genera en los pacientes que la padecen lo que se conoce como un sustrato de
arritmias, el cuél frente a un desencadenante, como una sobreactivacion
simpatica, puede desencadenar arritmias cardiacas, entre ellas, la torsion de
puntas (Figura 16) (Sanguinetti et al, 2006).
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Figura 16. Alargamiento del potencial de accion por la reduccion del canal hERG y
sindrome de QT largo. A) Comparativa de potencial de acciéon normal (izquierda) y potencial de
accion con la corriente hERG reducida (derecha). Se puede observar un alargamiento de la
duracion de la fase 3. B) Comparativa de un electrocardiograma normal (izquierda) y
electrocardiograma con el intervalo QT alargado. El alargamiento del intervalo QT coincide con
el alargamiento observado de la fase 3 del potencial de accién. C) Electrocardiograma en el que
observa una torsién de puntas, un tipo de arritmia que cuando se produce siempre va precedida

de un latido con el intervalo QT alargado (Sanguinetti et al; 2006).

De las mutaciones que producen el LQTS2 aproximadamente el 90% son
mutaciones missense, que consisten en un Unico cambio de aminoacido, y
afectan al trafico a la membrana del canal. Una reduccion leve (30%) no tendra
un efecto notable en la repolarizacion mientras que una reduccién grave (70%)
aumentara considerablemente la duracion de la repolarizacion y supondra un
mayor riesgo de aparicion de arritmias (Figura 17). El nivel de reduccion de la
corriente es especifico de cada mutacion (Smith et al, 2016). Ademas de las
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mutaciones algunas toxinas que bloquean el canal también pueden producir

LQTS2 como son el veneno del escorpion Centruroides noxius o Buthus eupeus

de los que posteriormente se han aislado péptidos como herramientas para el

estudio del bloqueo de hERG (Jiménez-Vargas et al, 2012).
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Figura 17. Comparacién de potenciales de accién en condiciones control, con una

reduccion de la corriente IKr del 30% y unareduccion del 70%. Se observa como la duracién

del potencial de accion al 90% de la repolarizacién (APD90) se alarga mas cuanto mayor es la

reduccion de la corriente Ik (Modificado de Smith et al, 2016).
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3.4 Moduladores del canal hERG.

En el canal hERG, como en otros canales de potasio, existen zonas de

union para diferentes substancias que pueden actuar como moduladores, y
alterar el comportamiento del canal. Esas substancias pueden ser activadores,

aumentando la corriente o bloqueadores, haciendo lo contrario.

3.4.1 Activadores de hERG

Los activadores de hERG; son substancias que se unen al canal y
aumentan la corriente mediante diferentes mecanismos. Segun la region del
canal a la que se unen y el mecanismo por el cual aumentan la corriente, se

pueden distinguir los siguientes grupos (Figura 18) (Perry et al, 2010).

Falicitadores del bloqueo

Este grupo estd formado por algunos farmacos antiarritmicos que
aumentan la corriente a voltajes negativos. Los facilitadores se unen al segmento
S6 del canal y desplazan la dependencia de voltaje de activacion hacia la
izquierda, es decir, se activan mas canales a voltajes mas negativos. Sin
embargo, a media que el canal se abre, permiten la union de la droga al poro y

se termina convirtiendo en bloqueadores a voltajes positivos.

Activadores de tipo 1.

Los activadores de tipo 1 se caracterizan por aumentar la corriente
dificultando la inactivacién y provocando un alargamiento de la duracion de la
deactivacién (vuelta a reposo). Un ejemplo de activadores de tipo 1, es el
RPR260243 (Perry et al, 2009). Los activadores de tipo 1 hacen su efecto
uniéndose al final de los segmentos S5-S6. De este modo, se dificultan los

cambios conformacionales necesarios para la inactivacion y la deactivacion.
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Activadores de tipo 2.

El segundo mecanismo es mas visible en mutantes de hERG que no
presentan inactivacion. Un ejemplo de estos activadores son RPR260243 (Zhou
et al, 2005) y NS1643 (Casis et al, 2006). los activadores de tipo 2 se une al

segmento S6 en una regidn cercana al poro. Esa union interfiere en la interaccion

entre el poro y el filtro de selectividad, lo cual evita la inactivacion y estabiliza el

poro en la conformacion abierta.
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Figura 18. Tipos de activadores y sus efectos en diferentes parametros de la corriente

hERG. Efecto de los activadores en A) el registro de corriente hERG, B) la amplitud de corriente

hERG, C) la dependencia de voltaje de inactivacion y D) la dependencia de voltaje de inactivacién

del canal (Perry et al, 2010).
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3.4.2 Bloqueantes de hERG.

A diferencia de los activadores, los bloqueantes de hERG son substancias
que se unen al canal y reducen la corriente. Esto pueden hacerlo de dos
maneras: pueden taponar el poro directamente o, por otro lado, unirse a la zona
interna cerca del sensor de voltaje y evitar los cambios conformacionales
necesarios para la apertura del canal. Ejemplos de bloqueantes son la
terfenadina, un antihistaminico, o ErgTx1 y BeKm-1, extraidas del veneno de
algunos escorpiones. Los blogueantes de hERG es usan en investigacion para
el mejor entendimiento del funcionamiento del canal (Du et al, 2009; Jiménez-
Vargas et al, 2012).

3.5 Vias intracelulares que requlan a hERG

Ademas de la regulacion mediante la uniéon de substancias, el canal hERG
también se regula mediante vias intracelulares de sefalizacion donde diferentes
enzimas se activan secuencialmente para actuar sobre el canal. Una de las vias
de regulacion mas descritas para el canal hERG es mediante receptores
adrenérgicos. Se conocen dos tipos: los receptores [ adrenérgicos cuya
activacion aumenta la amplitud de corriente hERG y los a adrenérgicos cuya
activacion reduce la amplitud de corriente hERG. En cuanto a la regulacion 8
adrenérgica, que esta poco descrita, se sabe que la activacion del receptor activa
a las quinasas PKC y CaMP y estas fosforilan al canal interactuando con el
dominio CNBD (Cui et al, 2001, Thomas et al, 1999). La regulacion mediante
receptores a adrenérgicos, descrita recientemente en este grupo de
investigacion, provoca la activacion de la proteina Gaq. Esta proteina activa a la
enzima PLC y ésta hidroliza el PIP2 en DAG y IP3. Estos ultimos intermediarios
activan a PKC y esta fosforila a hERG, regulando asi la corriente (Urrutia et al,
2016) (Figura 19).
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Figura 19. Regulaciéon a adrenérgica del canal hERG. Se observa como la activacion del
receptor activa a la proteina Guqy ésta activa a PLC, que hidroliza PIP2 en DAG y IP3 y estos a

su vez a la PKC que fosforila al canal (Urrutia et al, 2016)

4. Mammalian Target of Rapamycin o mTOR

La proteina quinasa citosélica mTOR o mamalian target of Rapamycin es
un complejo multiprotéico que funciona como sensor metabolico celular y que
actua en funcion del estado energético de la célula. De ese modo, mientras haya
nutrientes se mantendra activo y reducira su funcién si la célula se encuentra en
déficit de nutrientes. La principal funcién de mTOR, o la méas descrita, es regular
la traduccion de proteinas e inhibir la autofagia. En otras palabras, en presencia
de nutrientes la célula puede permitirse generar nuevas proteinas y, sin
embargo, en ausencia de ellos, la célula ahorra recursos y los que necesita los

obtiene mediante la autofagia (Sciarreta et al, 2018).

El nombre del complejo hace referencia a su principal inhibidor, la
Rapamicina, una lactona macrociclica producida por algunas especies de
hongos como Spreptomyces hygroscopicus, S. iranensis y Actinoplanes sp.
entre otros. La Rapamicina es la principal herramienta que se usara en este

proyecto para modular a mTOR (Young et al, 2016).
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4.2 Distintos complejos mMTOR

Actualmente se conocen dos formas para mTOR, mMTORC1 y mTORC2,
las cuales se diferencian en las proteinas que lo acompafan. Entre ellas
destacan dos: Raptor, que es caracteristico de mTORCL1 y Rictor, que forma
parte de mMTORC2. Ambas proteinas desempefian una funcién estructural y de
reclutamiento de sustratos y se diferencian en que, en principio, Rictor
proporciona al complejo mTORC2 insensibilidad frente a la Rapamicina. Sin
embargo, la exposicion prolongada a Rapamicina inhibe también a mTORC2

uniéndose a mTOR e impidiendo que forme el complejo (Sarbassov et al, 2006)

MTORC1 consta de Raptor, que forma parte del cuerpo del complejo, es
donde se une el substrato y quien ayuda a localizar a mTORC1 a la membrana
del lisosoma; mLST8 también como parte del cuerpo y quien tiene funcion
catalitica; PRAS40 y Deptor que tienen funcion inhibitoria y Tell/2 que cumplen
con la funcién de andamiaje del complejo. En mTORC2 Rictor también se
encarga de unirse al substrato pero ademas tiene funcion catalitica junto con
Protorl y Protor2 y ademas cuenta con mSinl como proteina de andamiaje. Al
igual que C1, en mTORC2 también se encuentran mLST8, Deptor y Tel2 (Nojima
et al, 2003; Sancak et al, 2008; Peterson et al, 2009; Sarbassov et al 2005;
Jacinto et al, 2004) (Figura 20).
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Figura 20. Componentes de los complejos mMTORC1 y mTORC2. En la imagen se pueden
observar las diferencias de mTORC2 respecto a mTORC1 como la presencia de Rictor en lugar

de Raptor, mSinl como proteina de andamiaje y la ausencia de PRAS40 (Sciarreta et al, 2018).

4.3 Via de activacion de mTORC1

MTORCL1 localiza principalmente en la membrana del lisosoma que se

mantiene activa mientras la célula tenga disponibilidad de nutrientes (Menon et
al, 2014). Asi, mientras que los nutrientes, aminoécidos y factores de crecimiento
mantienen a mTORC1 activo, la falta de nutrientes, el estrés oxidativo, la hipoxia
o el dafio genético lo inhiben (Figura 21). La via de activacion de mTORC1 se
integra dentro de la via de PI3K/AKT, siendo AKT la enzima corriente arriba que
activa a mTORCL1 (Laplante et al, 2009).

4.3.1 Moduladores positivos: Nutrientes, factores de crecimiento y aminoacidos.
MTORC1 se activa en la membrana del lisosoma en presencia de
nutrientes, como por ejemplo la insulina. La enzima corriente arriba de mTORC1,

AKT (proteina quinasa B), fosforila a PRAS40, uno de los inhibidores internos
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del complejo mTORC1, permitiendo que PRAS40 se una al chaperén 14-3-3 y
gue éste secuestre al inhibidor (Sancak et al, 2007; Sekulic et al, 2000). Ademas,
las enzimas ERK 1-3 e IKKB fosforilan a TSC1/2, enzima encargada de inhibir a
Rheb, una GTPasa encargada de activar a mTOR. La fosforilacion de TSC1/2
hace que se separe de Rheb, activando a mTORC1 (Menon et al, 2014, Inoki et
al, 2003). Los aminoacidos también activan a mTORC1 mediante la activacion
de la encima RAG, que interactla directamente con Raptor y lo activa (Lee et al,
2007).

4.3.2 Moduladores negativos: falta de nutrientes, estrés oxidativo, hipoxia y
dafio genético.

El proceso de inhibicion también puede suceder mediante la interaccién
directa con mTORC1 o indirectamente mediante otras enzimas. La falta de
nutrientes produce una reduccion de los niveles de ATP que activa la AMP
quinasa (AMPK) y también produce la activacién de la enzima GSK3-B. Estas
dos enzimas, fosforilan y activan a TSC1/2, inhibiendo asi a mTORC1. Ademas
de eso, la AMPK interactua directamente con mTORCL1, fosforilando e inhibiendo
a Raptor (Gwinn et al, 2008; Inoki et al, 2006; Inoki et al, 2003). En cuanto a la
hipoxia y dafio genético, activan otras vias que también activan a TSC1/2. El
estrés oxidativo también activa vias que interactian directamente con mTORC1,
sin embargo, estas Ultimas estan aun muy poco descritas (Zhai et al, 2011,
Brugarolas et al, 2004; Roberts et al, 2014).

4.4 Via de activacion de mTORC?2.

Al contrario de lo que sucede con mMTORC1, la via de mTORC2 esta

menos caracterizada y es menos conocida. Se sabe, sin embargo, que se activa
mediante la quinasa PI3K en presencia de nutrientes como la insulina. Una vez
MTORC2 se activa, parece ser que su principal sustrato son otras quinasas.
Entre ellas, enzimas de la familia de quinasas AGC, de la cual forman parte,
entre otras, AKT, SGK1 y PKC. En cuanto a su relacion con mTORC1, parece
ser que comparten un feedback negativo, pudiendo asi ser inhibida por nMTORC1

(Figura 20) (Braz et al,2004; Jacinto et al, 2004).
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Figura 21. Via de sefializacion de mTOR. En verde, moduladores positivos y en rojo los
negativos. La insulina y los factores de crecimiento activan la de mTORC1 mediante la activacion
AKT, que es activada por mTORC2 en el caso de la insulina, y esta inhibe al inhibidor de mTOR
PRAS40. Los mitdgenos, substancias que provocan la mitosis de la célula, activan a ERK1/2 que
inhiben a TSC1/2 enzima inhibidora de mTORCL1. Lo aminoacidos, activando a la enzima RAG y
esta fosforila y activa a Raptor. La falta de nutrientes, provocan la activacion de la AMPK y de la
enzima GSK3-B quienes activan a TSC1/2, inhibidor de mTORC1. Las citoquinas y la Hipoxia
también activan a TSC1/2. La falta de aminoacidos afecta directamente a la via de RAG

inhibiéndola (modificado de Sciarreta et al, 2018).

4.5 Funciones de mTORC1

El complejo mTORC1 ha sido ampliamente estudiado y sus funciones

mejor conocidas son regular la traduccién de proteinas, inhibir la autofagia y
participar en el control del metabolismo celular.
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4.5.1 mTORC1 regula la traduccién de proteinas

La activacion de mTORC1 regula positivamente la sintesis de proteinas a
nivel de traduccion (Laplante & Sabatini, 2012; Zhang et al, 2010; Tamai et al,
2013). La quinasa utiliza principalmente 2 vias independientes (Figura 22).
MTORC1 fosforila al factor de transcripcion 4E-BP1 en multiples sitios
(Sonenberg et al, 2009). Esta fosforilacion rompe la interaccion entre los factores
de transcripcion 4E-BP1 y elF4E. Este ultimo queda libre para unirse al factor
elF4G en el extremo 5 del mRNA, unién necesaria para el reclutamiento de la
unidad 40 S del ribosoma y la consiguiente traduccion de proteinas (Johnson et
al, 2013; Wullschleger et al, 2006). mTORC1 también fosforila a la quinasa S6K1
en la Thr389. Esta enzima participa en la traduccion de proteinas de dos
maneras. Una de ellas es la inhibicion de PDCD4, regulador negativo de la union
de elF4B al resto del complejo elF4, complejo encargado de regular la
transcripcion uniéndose al extremo 5’ del mRNA (Dorrello et al, 2006). Ademas,
S6K1 activa a SKAR, enzima que forma parte de los complejos de unidon de

exones (Ma et al, 2008).
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Figura 22. mTORC1 regula la sintesis de proteinas a nivel de traduccién. Esquema de la

regulacion por mTORC1 de la sintesis de proteinas a nivel de traduccién (Sciarreta et al, 2018).
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4.5.2 mTORCL1 inhibe la autofagia

La autofagia es un proceso de degradacion intracelular mediante
lisosomas que se activa en situaciones de falta de nutrientes. La degradacion de
diferentes elementos como orgéanulos o proteinas puede producir nutrientes que
la célula puede usar para sobrevivir. Se trata de una secuencia que comienza
rodeando el elemento a degradar en una vesicula denominada fagoforo en caso
de elementos citosdlicos o endosoma si lo que se va a degradar se transporta
en una vesicula de endocitosis. La estructura completa de un fagéforo que
contiene en su interior material para la degradacion se conoce como
autofagosoma el cual se fusiona con el lisosoma formando el autofagolisosoma.
Finalmente, el autofagolisosoma se encarga de digerir su contenido mediante

enzimas hidrolasas (Figura 23) (Mizushima 2007).
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Figura 23. Formacion del autofagolisosoma. Se muestra un fagéforo formandose entorno a
organulos que forman un autofagolisosoma que finalmente degrada los organulos. (Modificado
de Mizushima 2007).

MTORCL1 inhibe la autofagia a dos niveles (Figura 24): Por un lado, a nivel
post-transcripcional fosforila e inhibe enzimas que participan en la autofagia. Por
otro lado, a nivel transcripcional, inhibe la expresién de los genes relacionados
con la autofagia y los lisosomas (Sciarreta et al, 2012; Egan et al,2011; Levine
et al, 2008).
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Figura 24. Inhibicion de la autofagia por mTORCL1. A nivel post-transcripcional (izquierda)

regula la formaciéon del autofagolisosoma y a nivel transcripcional (derecha) los genes

relacionados con la funcién lisosomal (Sciarreta et al, 2018).

A nivel post-transcripcional, en presencia de nutrientes, mTORC1 inhibe
el complejo multiproteico ULK1-ATG13-FIP200 mediante la fosforilacién de
ULK1 (unc-51-like kinase) y ATG13 (autophagy-related gene 13). Estas enzimas
forman parte de la via de sefializacion necesaria para la formacion del
autofagosoma Ademas, la fosforilacién de UKL1 evita su interaccién con AMPK
y su activacion. mTORCL1 inhibe también la autofagia mediante la fosforilacién
de AMBRA, una ubiquitin-ligasa del complejo proteico Beclinl, necesario para la
estabilizacion de UKL1 (Hosokawa et al, 2009; Kim et al, 2011; Nazio et al, 2013).
Ademas del complejo mencionado anteriormente, mMTORCL1 inhibe también al
complejo PIK3C3/VPS34-AGT14 mediante la fosforilacion de AGT14. Este es
otro complejo también necesario para la formacion del autofagosoma.
Finalmente, mMTORC1 también inhibe enzimas necesarias para la acidificacion
del lumen del lisosoma como la bomba de protones v-ATPasa, afectando
directamente a la funcién del lisosoma y, por tanto, a la fusiébn con el

atuofagosoma (Ramos et al, 2012; Yuan et al, 2013)
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Ademas, a nivel transcripcional, mMTORCL1 fosforila a TFEB en Ser211, un
factor de transcripcion que aumenta la expresion de genes relacionados con la
autofagia, como el de la proteina ATG7 y algunos genes lisosomales. La
fosforilacion de TFEB impide su separacion de la chaperona citosoélica 14-3-3 'y
su consiguiente traslocacion al nucleo (Roczniak-Ferguson et al 2012; Martina et
al 2012; Settembre et al 2012).

4.5.3 mTORC1 regula el metabolismo celular

MTORCL1 regula el metabolismo celular mediante la fosforilacién de varios
factores de trascripcion que controlan la expresion de genes relacionados con el
metabolismo de lipidos, la glucdlisis, la biosintesis mitocondrial y la sintesis de
nucleodtidos (Sciarreta et al, 2018) (Figura 25).

MTORCL1 regula el metabolismo de los lipidos mediante la fosforilacion
del factor de transcripcion SREBP1/2 (Laplante & Sabatini, 2009). La
fosforilacion de SREBP1/2 puede darse de dos maneras. mTORC1 puede
fosforilar a SREBP1/2 de manera directa y también puede hacerlo de manera
indirecta mediante la fosforilacion e inhibiciéon de Lipin-1, regulador negativo de
SREBP1/2. La activacion de SREBP1/2 promueve el metabolismo de &cidos
grasos, la biosintesis de colesterol y es necesario para la activacion de la via de
las pentosas fosfato, ruta que también produce intermediaros para el crecimiento
celular (Peterson et al, 2011). mTORCL1 también puede regular el metabolismo
lipidico mediante la activacion de la quinasa S6K1, ya mencionada
anteriormente. S6K1 fosforila a la sintetasa EPRS en Ser999 y esta regula el
metabolismo de los lipidos, aunque el mecanismo esta todavia poco descrito
(Arif et al, 2017). Ademéas, mTORC1 regula el cambio de oxidacion de acidos
grasos a glucdlisis mediante el aumento de la expresion de HIF-1a, factor de
trascripcion que regula la expresion de genes relacionados con la glucdlisis
(Dulvel et al, 2010)

Por dltimo, en cuanto a crecimiento celular, mTORC1 fosforila a
YY1/PCG-1a y ATF4, factores de trascripcion que regulan genes relacionados
con la biosintesis mitocondrial y la sintesis de nucleétidos respectivamente
(Cunningham et al, 2007; Ben-Sahra et al, 2016).
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Figura 25. mMTORC1 regula el metabolismo de lipidos, glucolisis y biogénesis mitocondrial.
mTORCI1 regula estas funciones mediante la fosforilacién de diferentes factores de transcripcion
(Sciarreta et al, 2018).

4.6 Funciones de mTORC?2

A pesar de estar menos caracterizado que el complejo mTORC1, las

funciones conocidas de mMTORC2 son la regulacién de la supervivencia celular y
la organizacion del citoesqueleto (Braz et al,2004; Jacinto et al, 2004) (Figura
26). Estas funciones todavia poco descritas se han observado principalmente in

vitro.

4.6.1 Supervivencia celular

Varias enzimas y vias de sefalizacion, reguladas por mTORC2,
relacionadas con la proliferacion promueven la supervivencia celular ya que su
deleccion in vitro aumenta la apoptosis. mMTORC2 fosforila a AKT en la Ser473,
lo que promueve su fosforilacion en la Thr308 por PDK1 y promueve la
supervivencia celular mediante el aumento de la porliferacion (Guertin et al 2006;
Sarbassov et al 2005). Ademas, mTORC2 también fosforila a SGK1 enzima que
promueve la supervivencia inhibiendo la apoptosis en cardiomiocitos. Ademas
de vias que promueven la supervivencia celular mTORC2 inhibe enzimas
promueven la muerte celular como MST1, enzima principal de la via Hippo. La

via Hippo es una via que promueve la muerte celular mediante la inhibicion de
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YAP, cofactor que promueve la supervivencia y la proliferaciéon celular (Sciarreta
et al, 2015; Garcia-Martinez et al, 2008; Aoyama et al, 2005).

4.6.2 Organizacion del citoesqueleto

La deleccién de Rictor en lineas celulares provoca una acumulacion de F-
actina e inhibe la extension de pseudopodos. MTORC2 regula la organizacion
del citoesqueleto mediante la fosforilacion de PKC-a y la GTPasa Rho. Estas
enzimas estan relacionadas con la organizacién del citoesqueleto, la extension

de la célula y la polaridad (Jacinto et al, 2004; Sarbassov et al, 2004).
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Figura 26. Funciones de mTORC2. mTORC2 regula la supervivencia celular y organizacion del

citoesqueleto mediante la regulacion de diferentes enzimas.

4.7 Efecto de mTOR sobre los canales idnicos

A dia de hoy, hay pocos trabajos en los que se haya visto una relacion
directa entre mTOR y los canales idnicos. De esos trabajos se ha concluido, por
ejemplo, que la activacién de la via mTORC1 incrementa la densidad de la
corriente |a en neuronas porque aumenta la expresion de los canales Kv4.2,
fundamentalmente estimulando la traduccion del mMRNA (Krenz et al, 2014; Yao
et al, 2013; Yao et al, 2013).

Teniendo en cuenta que hormonas como la insulina, o como la leptina
secretada por el tejido adiposo; factores tréficos como el IGF-1 hepético; o la

noradrenalina liberada por el sistema nervioso simpatico; son activadores de
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MTOR, niveles anormalmente bajos de estas sustancias podrian causar una
reduccion del nivel basal de activacion de mTOR (Clauson et al, 1998; Ezzat et
al, 2008; Ti et al, 2011). Es importante sefialar que esos factores mencionados
son los mismos que se necesitan para la correcta expresion de canales de
potasio cardiacos (Diaz-Asensio et al, 2008; Gallego et al, Physiol Res 2003;
Gallego et al, 2000; Gomez-Hurtado et al, 2014). Esta posible relacion entre
ambos nos ha llevado a investigar la hipétesis de que mTOR puede regular al
canal hERG.

4.8 La Rapamicina como inhibidor clasico de mTOR

En 1964, el grupo de Surendra Nath Sehgal y Claude Vézina realizaba
una busqueda de agentes antifungicos y descubrié una substancia producida por
Streptomyces hygroscopicus que aparentemente mostraba actividad contra
Candida albicans. Posteriormente, encontraron la misma substancia en otras
especies como S. iraniensis y Actinoplanes sp. Debido a que la busqueda y el
descubrimiento se realizaron en la isla de Rapa Nui (Pascua), el compuesto
encontrado pasé a llamarse Rapamicina (Vézina et al, 1975). La rapamicina es
una lactona macrociclica que proviene del precursor metabdlico 4cido (4R,5R)-
4-5-dihydrocyclohex-1-ene-carboxylico (DHCHC) y que la producen algunas

especies de Streptomyces.

4.8.1 Biosintesis y mecanismo de accién

El proceso de la formacion de la Rapamicina esta regulado mediante
distintas policétido sintasas (PKS), enzimas involucradas en procesos de sintesis
de otros productos naturales. En primer lugar, partiendo de &cido corismico y
lisina se obtienen por un lado el precursor DHCHC y por otro lado pipecolato. En
dichos procesos, predominan la PKS RapK para la sintesis de DCHCH y las PKS
RapL y RapP para la sintesis de pipecolato. Después, ambos productos se unen
a una molécula macrociclica o policétido formando la pre-Rapamicina.
Finalmente, otras PKS (RapA, RapB y RapC) modifican la pre-Rapamicina
obteniendo una molécula de Rapamicina funcional (Figura 27) (Aparicio et al,
1994; Lowden et al, 1996; Gregory et al, 2004).
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Figura 27. Sintesis de la Rapamicina mediante enzimas PKS. Las PKS RapK, RapL y RapP

sintetizan pre-rapamicina a partir de su precursor. Finalmente, mediante otras PKS se produce

la Rapamicina. (Ji Yoo et al, 2017)

La Rapamicina se une a la proteina FKBP12 formando el complejo

FKBP12-Rapamicina, el cual se une a mTOR en el lugar de unién para FKBP12

(Ji Yoo et al, 2017). De esta manera, el complejo tapa el lugar de union a

substratos de mMTOR y bloquea la zona catalitica, inhibiendo asi la actividad de

MTORCL1. Exposiciones prolongadas (24h) de Rapamicina inhiben a mTORC2.
(Figura 28) (Ayllet et al, 2016; Yang et al, 2013, Sarbassov et al 2006)
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y lo inhibe. La inhibicibn de mTORC2 solo se produce con exposiciones prolongadas con

Rapamicina, por eso la linea se muestra discontinua (Ji Yoo et al, 2017).

4.9 Relevancia clinica de la inhibicion de mTOR

Desde su descubrimiento como antifingico en 1964 hasta el dia de hoy,
la Rapamicina ha demostrado tener otras funciones o actividades utiles para la

medicina.

4.9.1 Actividad antifungica de la rapamicina

En 1975 se publicé el uso de la rapamicina como antifingico contra
Candida albicans y se consigui6 la primera patente en US (Vézina et al, 1975;
Sehgal et al, 1975). Entre 1975 y 1978, mediante aislamiento, caracterizaciéon y
su evaluacion in vivo/in vitro, se descubrié su efecto contra otras especies como
Cryptococcus formans, Candida stelloidea y Penicillium sp (Cruz et al, 1999;
Odorn et al, 1997; Wong et al, 1998). Asimismo, entre 1977 y 1978 se descubrid
también que es eficaz contra Mucor circinelloides, microorganismo causante de

cicomicosis en trasplantes. El efecto se testo en un modelo animal de polilla
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Galleria mellonera, en el cual se observd que mejoraba en un 50% la
supervivencia del insecto. Ese experimento fue el primero donde se demostré
gue el efecto de la Rapamicina se producia via inhibicion de TOR, el ort6logo de
MTOR en hongos (Bastidas et al, 2012).

4.9.2 Actividad inmunosupresora

Los primeros experimentos, realizados en 1977 usando ratas como
modelo animal, demostraron que previene immunopatias y la formacion de IgE.
Afos mas tarde, entre 1990 y los 2000, se comenzd a usar en modelos animales
de trasplantes y se observé que inhibe la respuesta inmune y que reduce el
rechazo. A partir de ahi, se comenzd a usar en trasplantes en clinica y demostré
ser mas eficaz y menos toxica que la ciclosporina. También se vio que era eficaz
contra el rechazo crénico y que en casos de trasplantes de corazén reduce el
riesgo de muerte. Ademdas, muestra sinergia con otros farmacos
inmunosupresores. Por ello, entre los afios 1999 y 2000, se consiguieron las
primeras patentes en USA y en Europa respectivamente (High et al, 1997; Martel
et al, 1977; Tsai et al, 2003).

4.9.3 Actividad antitumoral

La Rapamicina también demostré eficacia antitumoral en modelos
animales de cancer de colon y cerebro (Eng et al, 1984). Ademas, al igual que
sucede cuando se usa como farmaco inmunosupresor, presenta sinergia con
otros antitumorales: Junto con cisplatino reduce el crecimiento en lineas
tumorales Ishikawa, ECC-1 Y HELA (Hang et al, 2012; Bae-Jump et al, 2009).
Junto con placitaxel, inhibe la proliferacion y aumenta la apoptosis en las lineas
celulares Ishikawa y ECC-1 (Shafer et al, 2010). Junto con acido tetra-O-metil
nordihidroguaretico, aumenta en un 100% la esperanza de vida en ratones con

tumores implantados. (Kimura & Huang, 2016).
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4.9.4 Efecto de la Rapamicina en la esperanza de vida

También se ha observado que la Rapamicina puede aumentar la
esperanza de vida en modelos animales. Este efecto se comenzo a investigar en
los afios 2000, cuando se observé que mutaciones en TOR producian un
aumento de la supervivencia en Saccharomyces cerevisiae y Drosophila sp.
(Kaeberlein et al, 2005; Kapahi et al, 2004). En 2009, se demostré que en ratones
alimentados con Rapamicina la esperanza de vida de los animales, tanto machos
como hembras, aumenta. Estos efectos se observaron en animales de edad
avanzada (aproximadamente 600 dias) y otros grupos observaron efectos
similares en ratones mas jovenes (aproximadamente 270 dias) (Harrison et al,
2009).

4.10 Limitaciones clinicas de la Rapamicina y los rapalogos

Una de las limitaciones fundamentales de la Rapamicina es su baja
solubilizad en agua, lo que dificulta bastante su administracién a pacientes. Con
intencion de mejorar esa limitaciébn surgieron derivados de la Rapamicina,
conocidos como Rapalégos mediante CRISPR y el uso de enzimas PKS que
usan los microorganismos para sintetizar Rapamicina. Ejemplos de estas
substancias son Temsirolimus que se administra via intravenosa o Everolimus
que se administra por via oral (Yuan et al, 2009). El uso de la Rapamicina y sus
rapalogos ha mostrado tener efectos adversos, como el riesgo de infecciones o
incluso desarrollo de cancer debido a su actividad inmunosupresora. Ademas,
estudios con modelos animales muestran que también puede producir
desordenes metabdlicos debido a la inhibicion de mTORC2 que produce la
exposicidon prolongada a la Rapamicina. Por ello estrategias en las que se inhibe
especificamente a mMTORC1 son una interesante alternativa al uso de

Rapamicina y sus derivados (Laming, 2021).
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A dia de hoy, hay pocos trabajos en los que se haya visto una relacién
directa entre mTOR y los canales i6nicos. Sin embargo, sabemos que diversas
hormonas como la insulina o la leptina, y factores troficos como el IGF-1 o la
noradrenalina son activadores de mTOR (Clauson et al, 1998; Ezzat et al, 2008;
Ti et al, 2011). Por otro lado, también sabemos que estas mismas hormonas y
factores tréficos son necesarios para la correcta expresion de canales de potasio
cardiacos (Diaz-Asensio et al, 2008; Gallego et al, Physiol Res 2003; Gallego et
al, 2000; Gémez-Hurtado et al, 2014). Por lo tanto, es posible que mTOR sea el
mecanismo comun encargado de regular la expresion de canales iGnicos
cardiacos, entre los que uno de los mas importantes desde el punto de vista
clinico es el canal hERG.

Asi, teniendo en cuenta la posible relacion entre la via mTOR vy la
regulacion de canales i6nicos y que algunos de los factores tréficos que regulan
a mTOR son los mismo que necesita hERG para su correcto funcionamiento,

nuestra hipoétesis principal es que mTOR regula al canal hERG.

Por todo ello, los objetivos que planteamos en la presente Tesis Doctoral son

los siguientes:

1. Determinar si la inhibicibn de mTOR mediante su inhibidor clasico
Rapamicina, afecta a la corriente hERG.

2. En caso de producirse un efecto sobre el canal, analizar si es realmente
debido a la inhibicion de mTOR o si se trata de un efecto de la propia

Rapamicina

3. Estudiar si la regulacion por mTOR del canal hERG implica cambios en la

transcripcion, en la traduccion o en el trafico a la membrana plasmatica.

4. Esclarecer cudl de los dos complejos mMTOR, mMTORC1 o mTORC2, es el

responsable de regular al canal hERG.
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1. Equipamiento

1.1 Equipamiento general.

e Micropipetas de precision de volumen variable: 0,5-10, 10-100, 20-200 y
100-1000 pl. Nichipet, Biopette

e Balanza de precision AB204. Mettler Toledo

e Pipetas de volumen variable: 1, 2, 5, 10 y 20 ml. Silber Brand
e Dispensador automéatico 0,5-10 ml Mulipette plus. Eppendorf
e pHmetro BasicC. Crison

e Vortex Reax Top Heidolph

1.2 Mantenimiento vy transfeccion de los cultivos celulares.

Para el mantenimiento y manipulacion de las células se han utilizado los

siguientes materiales y aparatos:
e Frascos Corning, 25 cm?
e Placas de cultivo 100 x 20 mm. Falcon
e Placas de cultivo Sarstedt, 25x15 mm
¢ QIlAprep Spin Miniprep Kit. Qiagen
e Bafio termostatizado Nahita
¢ Incubador de COz2. Sanyo
e Microscopio invertido de epifluorescencia Leica
e Cabina de seguridad biologica. Faster BH2004
e Estufa Selecta -
e Centrifuga Sprectafuge 24D Labnet

e Bomba de vacio -
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e Centrifuga refrigerada de alta velocidad 2-16 pk. Sigma

1.3 Reaqistros electrofisiologicos.

Los registros electrofisiologicos se realizaron en un equipo compuesto por los

elementos que se detallan a continuacion:

e Micromanipulador piezoeléctrico Burleigh PZ-305, con 70 pum de

movimiento en cada uno de los tres ejes

e Macromanipulador mecanico de posicionamiento Newport 360-90, con 5

cm de movimiento en cada uno de los tres ejes

e Microscopio invertido de epifluorescencia DMIL con contraste de fases.

Leica

e Amplificador de sefiales/generador de estimulos Axopatch 200B. Axon

Instruments Inc
¢ Interfase analdgico/digital DigiData 1440. Axon Instruments Inc
e Estirador de micropipetas PP-830. Narishige
e Sistema de perfusion -
e Bomba de vacio
e Mesa antivibratoria TMC
e Sofware de adquisicion Clampex 10.2. Axon Instrument Inc
e Sofware de andlisis Clampfit 10.2. Axon Instrument Inc

e Vidrio de borosilicato 1,10 mm de diametro interno y de 1,5 mm de

didmetro externo. Sutter Instrument

1.4 Deteccion de proteinas

e Homogeneizador Pestle, Sigma

e Centrifuga refrigerada de alta velocidad 2-16 pk. Sigma.
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e Espectrofotdmetro WPA 1101 Biotech Photometer

e Agitador Agimatic N. Selecta

e Agitador ARF. Velp

e Agitador magnético ARE VELP Scientifica

e Fuente de alimentacion PowerPac 300. BioRad

e Mini protean Tetra Cell. BioRad

e Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell. BioRad
e Cubeta de transferencia liquida Mini protean. Biorad
e Plataforma agitadora Duomax 1030. Heidolph

e Sistema de adquisicion de imagenes Gelogic 2200. Kodak

2. Disoluciones

Para hacer todas las disoluciones empleadas en la presente tesis doctoral

se utilizé agua ultrapura Tipo | desionizada.

2.1 Medio de cultivo para el mantenimiento de células Hek-293 y
Hek-hERG
e Dubelcco’s modified Eagle’s médium (DMEM)

e Suero bovino fetal (FBS) 10%
e Coctel de penicilina, estreptomicina 1%

e Geneticina al 0.8% (0.4mg/ml)

2.2 Medio de cultivo para el mantenimiento de células HL-1.

e Medio Claycomb

e Suero bovino fetal (FBS) 10%
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e Coctel de penicilina, estreptomicina 1%

e Noradrenalina y L-glutamina 1%

2.3 Disoluciones para el levantamiento de los cultivos celulares

e Tampon fosfato salino (PBS)

e Tripsina-EDTA 10X

2.4 Disoluciones para la congelacion de células HEK-HERG

e DMEM

e Dimetulsulféxido (DMSO) 10%

2.5 Disoluciones para la transfeccion celular

e DMEM

e FBS

e Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
e Raptor siRNA (santa cruz)

¢ Rictor siRNA (santa cruz)

2.6 Disoluciones empleadas en los registros electrofisioldgicos.

2.6.1 Solucion interna para registrar IhnERG
e KCI 125 mM

e MgCI5 mM
e HEPES-K 10 mM
e EGTA-K5mM

e ATP-Na5 mM
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El pH de esta disolucién se ajusta a 7.2 con KOH

2.6.2 Solucion externa para registrar INERG

NaCl 136 mM

KCl 4 mM

CaCl2 1.8 mM
MgCl2 1 mM
HEPES-Na 10 mM

Glucosa 10 mM

Aqui seran disueltos algunos de los farmacos problema

2.6.3 Solucion interna para registrar IKur.

KCI 125 mM
MgCl 5 mM
HEPES-K 10 mM
EGTA-K5 mM
ATP-Na 5 mM

El pH de esta disolucién se ajusta a 7.2 con KOH

2.6.4 Solucion externa para registrar IKur

KCI (4 mM)
CacCl2 (0.5 mM)
MgCI2 (1 mM)
CoCI2 (2 mM)

HEPES (10 mM)
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e TEA-CI (130 mM)
e Glucosa (11 mM)

Aqui seran introducidos algunos de los farmacos problema

2.7 Disoluciones para la deteccion de proteinas.

e BCA
e CuSO4

e BSA 1mg/ml

2.7.1 Tampon de lisis
e TrisHCI20 MM pH 7.4

e EDTA1mM

¢ Inhibidor de proteasas 0.5%

2.7.2 Geles para electroforesis
e H20

e Tris HCI 0.5 M pH 6.8 para el concentrador
e Tris HCI 0.5 M pH 8.8 para el separador

e Acril/Bis 30%

e APS 100 mg/ml

e TEMED

2.7.3 Tampon Laemli
e Tris-HCI 60 mM, pH 6.8

e SDS 3%
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e Glicerol 10%
e Azul de Bromofenol 0.003%

e b-mercaptoetanol 1%

2.7.4 Tampon electroforesis
e Tris-HCI 50 mM, pH 8.5

e Glicina 384 mM

e SDS0.1%

2.7.5 Tampon transferenciaTris-HCI 25 mM, pH 8.3
e Glicina 192 mM

e Metanol 20%

e SDS 0.05%

2.7.6 TBS (Tris-Buffer-Saline)
e Tris-HCI 50 mM, pH 7.5

e NaCl 150 mM

2.7.7 Solucion de lavado TTBS (TBS-Tween)
e Tris-HCI 50 mM, pH 7.5

e NaCl 150 mM

e Tween-20 0.05 mM

2.7.8 Solucion de bloqueo.

e Leche desnatada en polvo 5% en TBS
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2.7.9 Reactivos de revelado.

e Reactivos de quimiolumiscencia Super Signal West pico. Thermo.

3. Small interfering RNA (siRNA).
e Raptor siRNA (h) sc-44069

¢ Rictor siRNA (h) sc-61478

4. Anticuerpos.

4.1 Anticuerpos primarios.

Los anticuerpos primarios utilizados han sido los siguientes:
¢ anti-hERG Santa Cruz Biotechnology 1/300, goat

e anti-tubulina Santa Cruz Biotechnology 1/1000, mouse

¢ anti-Raptor Santa Cruz Biotechnology 1/200, mouse

¢ anti-Rictor Santa Cruz Biotechnology 1/200, mouse

4.2 Anticuerpos secundarios

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron los siguientes:
e anti-mouse Sigma-Aldrich 1/2000

e anti-goat Santa Cruz Biotechnology 1/2000

5. Cultivos celulares

Para llevar a cabo este proyecto, se ha usado la linea celular HEK-293
gue expresa de manera estable el canal hERG. Esta linea, a la que llamaremos
HEK-hERG, es ampliamente utilizada en el estudio de la expresion heterdloga

de canales iGnicos ya que practicamente no expresan de forma enddégena dichos
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canales. Para mantener el cultivo estable, se usa geneticina como seleccionador

de células que expresan el plasmido. (Zhou et al, 1998)

También se ha usado la linea celular HL-1, células de auricula de ratén a
partir de cardiomicitos tumorales de ratones AT-1, caracterizadas por William C.
Claycomb. Estas células han sido utilizadas para el registro de la corriente de
salida de potasio ultra-rapida o Ikur, principal corriente repolarizante en auriculas.

El canal responsable de la Ikur es el Kv1.5 (Claycomb et al, 1998).

5.1 Mantenimiento de los cultivos

En primer lugar, todas las soluciones se deben precalentar a 37° C antes de
usarlas con el cultivo celular. Este procedimiento es igual para todas las lineas
usadas. El cultivo celular se mantiene en el incubador a 37°C y con un 5% de
COo..

Para el mantenimiento del cultivo de la linea HEK-hERG, se ha usado un
medio de cultivo DMEM que hay que complementar con FBS al 10%, penicilina
y estreptomicina al 1% y geneticina al 0.8%. Para las HL-1 el medio utilizado es
el medio Claycomb el cual también hay complementar con FBS, penicilina y
estreptomicina. Ademas, al medio Claycomb se le debe afiadir L-glutamina y

noradrenalina al 1%.

5.2 Propagacion del cultivo

Cuando el cultivo alcanza una confluencia del 70-80%, es decir, cuando
se alcanza un crecimiento suficiente para cubrir la mayor parte del frasco (en
este caso un T25), se separa el cultivo en distintas placas o frascos para evitar
el sobrecrecimiento. Para ello, se desecha el medio, se lava dos veces con PBS
y se afiade tripsina-EDTA (0.1 ml de tripsina 10x en 1 ml de PBS). La tripsina es
una enzima que hidroliza enlaces entre células y de las células con la matriz, en
este caso, el fondo del frasco. Se deja el frasco con tripsina en el incubador y
esperamos durante 2-5 minutos. Después de ese tiempo, se separa en una
dilucion 1:25 a distintos frascos. La frecuencia de los pases dependera de la

linea celular y su velocidad de crecimiento.
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5.3 Criopreservacion de los cultivos

Para la criopreservacion de las células usamos medio DMEM sin
complementar y afiadimos DMSO al 10% y FBS al 20% para las HEK-hERG vy
FBS con DMSO al 5% para las HL1. EIl DMSO es un disolvente organico que
permite la congelacion de las células sin que estas sean dafiadas. El proceso de
criopreservacion es peligroso para las células debido a la formacion de cristales
de hielo que rompen la membrana. Ademé&s, cuando se descongelan, la
descongelacion de las sales sucede antes que la del agua, por lo que el medio
intracelular es durante un tiempo hiperosmético, y el choque osmético también
rompe las membranas. Habitualmente el proceso de congelacién se hace con
los primeros pases para que el cultivo no acumule demasiados pases y las

células no pierdan sus propiedades.

Para criopreservar un cultivo, se usa el mismo procedimiento que se usa
para los pases usando tripsina. Una vez las células se han despegado se
recogen y contabilizan mediante una cadmara de Neubauer, lo cual nos permite
congelar la cantidad adecuada de células para la criopreservacion,
aproximadamente 1 millon. Una vez recogida esa cantidad de células, se
introducen en un tubo Falcon de 15 ml y se centrifuga a 500 g durante 5 minutos
a 4°C. A continuacion, se desecha el sobrenadante, se resuspende el pellet en
1 ml de medio de congelacién y se introduce en un vial de congelacion.
Finalmente, el vial se guarda en una caja aislante para reducir la velocidad de
congelacion durante 12-24h a -80°C y pasado ese tiempo, en nitrégeno liquido a
-180°C.

Para recuperar un cultivo que ha sido congelado, la descongelacion debe
ser rapida para reducir el choque osmético y evitar que las células se rompan.
Para ello, las células se descongelan a 37°C durante 2 minutos y se centrifugan
a 500 g durante 5 minutos a 4°C. A continuacién, se desecha el sobrenadante y
se resuspende en 1 ml de medio de cultivo complementado. Finalmente se

afiade el ml a un frasco T25 y se le afladen otros 4 ml de medio.
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6. Tratamientos con Rapamicina, Torinay JRAB2011

Para las incubaciones con farmacos sembramos las células en placas de
12 pocillos. Es un tamafo de placa que permite utilizar un menor volumen de
farmaco y resulta comodo para lisar las células. Se siembran aproximadamente
500 103 células en 2 ml del medio correspondiente. A continuacién, afiadimos el
farmaco a la concentracion deseada e incubamos por un tiempo variable en
funcidbn de las caracteristicas del experimento. Para el tratamiento con
Rapamicina se prepara una disolucion madre de 10 mM en la que se disuelven
5 gramos de en 0.55 ml de DMSO. Las concentraciones usadas han sido: 0.05,
0.5y 5 uM. Para el tratamiento con Torina-1 se prepara una disolucion madre de
10 mM en la que se disuelven 10 miligramos en 6 ml de DMSO. La concentracion
usada ha sido de 3 pM. Finalmente, para el tratamiento con JRAB2011 se
prepara una disolucion madre de 10 mM en la que se disuelven 5 mg gramos en
1.25 ml de DMSO. La concentracion usada ha sido de 3 pM.

7. Silenciamientos mediante transfeccion de siRNA

De entre los sistemas de regulacion de la expresion proteica de las células
destaca el mecanismo intracelular conocido como RNA de interferencia (RNAI).
Este mecanismo se produce de manera natural en las células mediante
pequefias moléculas de RNA llamadas microRNA (miRNA). Los miRNA son
cadenas de RNA no codificante de una longitud aproximada de entre 21-25
nucleotidos que se unen a la molécula de RNA mensajero (mMRNA) de la proteina
en cuestién con complementariedad parcial y causa la degradacion del mRNA
inhibiendo la sintesis de la proteina. Este mecanismo se conoce como
silenciamiento de un gen y afecta a un gran nimero de proteinas como, por

ejemplo, el canal ibnico hERG (Lian et al, 2016).

Aprovechando esta misma maquinaria celular, se pueden sintetizar
moléculas de RNA para silenciar cualquier gen de interés. Entre otros, una de
esas moléculas sintéticas de mRNA es el short interfering RNA o siRNA, una
molécula de doble cadena de RNA no codificante que una vez dentro de la célula
se une al mMRNA de la proteina de interés inhibiendo asi su sintesis (Rao et al,

2009). Una vez en el citoplasma de la célula, el siRNA puede seguir varios
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caminos. Por un lado, el siRNA bicatenario es cortado en varios siRNA mas
pequefios por la enzima DICER. Esos pedazos de siRNA se unen al complejo
proteico RISC y la doble cadena se separa. Por otro lado, si el sSiRNA introducido
es lo suficientemente pequefio, se une directamente a RISC. Con el siRNA unido
al complejo RISC y separado, el complejo localiza el mMRNA y se une a él
mediante la cadena antisense del siRNA. Finalmente, el complejo RISC se
encarga de cortar el mRNA el cual sera secuestrado en estructuras denominadas
cuerpos P. El siRNA también puede usarse contra RNA nucleolar (Figura 29)
(Rao et al, 2009; Rahul et al, 2018).

nucleus / cytoplasm
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Figura 29. Mecanismo de accion del siRNA dentro de la célula. El siRNA entra dentro de la
célula donde los complejos DICER y RISC se encargan de cortarlo y transportarlo al mMRNA diana
(Rao et al, 2009).

Con el objetivo de esclarecer cudl de los dos complejos de mTOR es el
responsable del efecto observado, se han llevado a cabo experimentos de
silenciamiento mediante siRNA de las dos proteinas clave de cada complejo:
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Raptor para mTORC1 y Rictor para mTORC2. Para realizar la transfeccion es
recomendable que la confluencia del cultivo celular sea entorno al 70%. Esto se
debe a que la lipofectamina es téxica para las células y puede matar un gran

namero de células en el proceso.

El primer paso para el silenciamiento consiste en la preparacion del RNA
para poder usarlo en placas de cultivo. Para ello, se disuelven el contenido de
cada vial, 3.3 moles de RNA, en 300 ul de agua destilada libre de RNAsas. Esto
ualtimo es importante debido a la abundancia de RNAsas y la poca estabilidad del
RNA. De ese modo se obtiene una disolucion de 10 uM de la que se usan 20 pl

(correspondiente a 2 ug).

La preparacion de la solucién de transfeccion consiste en mezclar siRNA
y lipofectamina. La lipofectamina es una sustancia lipidica que envuelve el RNA
en micelas permitiendo asi su entrada en la célula. Para preparar la solucién, se
mezclan 20 pl del siRNA diluidos en 80 pl de medio de transfeccion (DMEM sin
complementar). Por otro lado, se mezclan 3 pl de lipofectamina (3ul por cada
gramo de siRNA) con 97 ul de medio de transfeccion. Después se mezclan
ambas soluciones y se deja la mezcla reposar a temperatura ambiente durante
30 minutos antes afiadirlo a las células. Transcurridos 30 minutos de reaccion,
se afiade la mezcla mencionada anteriormente al cultivo, se le afladen ademas
800 pl de medio de transfeccién logrando asi un volumen total de 1 ml y se
mantienen en el incubador durante 5 horas para que el siRNA entre en las
células. Transcurrido el tiempo de incubacion, se afiade 1 ml de DMEM con un
20% de FBS, lo que inhibe la toxicidad de la lipofectamina y permite al cultivo
comenzar a crecer de nuevo. Finalmente, las células se recogen 24, 48 y 72

horas después para su posterior procesamiento.

8. Lisado de células y extraccion y deteccidon de

proteinas.

Para analizar los efectos de los tratamientos con farmacos y silenciadores,
es necesario romper las células y extraer las proteinas. Para ello se realizan dos

lavados con 1 ml PBS, se afade otro ml de PBS y con la ayuda de un scrapper
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o rascador, se rasca el fondo de la placa con suavidad hasta despegar las
células. Después, se recogen las células, se centrifugan a 500 g durante 5
minutos a 4°C y se retira el sobrenadante. Al pellet se le afiaden 100 pl de tampoén
de lisis hiposmético y se deja reposar durante 30 minutos. Una vez transcurrido
el tiempo, se homogeneiza mecanicamente con ayuda del homogeneizador
pestle dando 5 pulsos de 10 segundos con 3 segundos de descanso entre cada
pulso. Si la cuantificacion de la cantidad total de proteina no se va a realizar

inmediatamente, la muestra se congela para su posterior procesamiento.

8.1 Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de la cantidad de proteina total en una muestra el
método de eleccion es la cuantificacion mediante Acido Bicincénico o BCA. El
BCA es un reactivo cromogénico que cuando se une a Cu* adquiere un color
purpura. Para la cuantificacion se prepara una mezcla de BCA con CuSOas y se
aflade a la muestra. En presencia de residuos de cistina, cisteina, triptéfano o
tirosina de las proteinas el Cu?* se reduce a Cu*y la concentracion de proteinas
puede ser determinada espectrofotométricamente por un cambio en el color de
la solucién de verde a purpura. La cuantificacion, se mide mediante un
espectofotémetro. Este aparato aplica un haz de luz con una longitud de onda
de 562 nm sobre la muestra y es absorbido por la misma. Lo que mide el aparato
es la luz que pasa al otro lado de la muestra, lo que se denomina absorbancia.
La absorbancia que se mide es directamente proporcional a la cantidad de
proteina presente en la solucién. Para estimar la cantidad de proteina de la
muestra primero se hace una recta patrén con distintas concentraciones de BSA

(Albumina Sérica Bovina).

8.2 Deteccidon de proteinas mediante electroforesis y Western Blot

La electroforesis en el gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) consiste en la
migracion de las proteinas por un gel desnaturalizante de acrilamida en el que
se genera un campo eléctrico. La acrilamida forma una matriz porosa por la que
las proteinas avanzan hacia el polo positivo en funciéon de su tamafio: cuanto

mas pequeiia sea la proteina mas facil y mas lejos migrara. La concentracion de
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acrilamida en el gel puede variar para conseguir matrices mas 0 menos
compactas, en este proyecto se usan geles al 8%. Ademas, para permitir el
movimiento de las proteinas estas son previamente desnaturalizadas mediante
calor (5 minutos a 95-100°C) y SDS.

Mediante la técnica de Western Blot, las proteinas se transfieren a una
membrana de nitrocelulosa mediante capilaridad y la aplicacion de un campo
eléctrico. Una vez transferidas, mediante técnicas de inmunodeteccion, se
pueden identificar las proteinas de interés. Para ello, la membrana se bloquea

mediante leche.

Para la inmunodeteccion se utiliza un anticuerpo primario especifico que
identifica la proteina de interés. Después, para localizar el complejo antigeno-
anticuerpo primario, se utiliza un anticuerpo secundario contra la especie en la
gue se ha obtenido el primario. Estos anticuerpos secundarios llevan unidos una
gran diversidad de moléculas, como enzimas, que mediante distintas reacciones
producen una imagen detectable. En este caso, la enzima de los anticuerpos
secundarios es una peroxidasa. Para la deteccibn se usa un sistema de
quimioluminiscencia, que hace que la energia producida durante una reaccién
quimica sea emitida en forma de luz. El equipo para realizar la técnica se puede
observar en la (Figura 30)
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Figura 30. Equipamiento paralatécnica de Western Blot. 1) Soporte para cristales, 2) cubeta
y soporte para el gel con electrodos, 3) fuente de alimentacién, 4) Sandwich y soporte de los
mismos para transferencia, 5) Camara de revelado 6) ordenador al que se conecta la camara de
revelado.

8.3. Desnaturalizacion de la muestra y parametros de la

electroforesis y transferencia

Para desnaturalizar la muestra se necesita el tampén de muestra o laemli,
el cual contiende SDS para la desnaturalizacion quimica, y una fuente de calor
gue permita la desnaturalizacion fisica. La cantidad de tampon de muestra que
se afiade dependera del volumen que le corresponda a la cantidad de proteina

que se cargue en el gel. Nosotros cargamos una cantidad de proteina de 40ug.

Una vez desnaturalizada la muestra, se carga en el gel previamente

preparado y se comienza la electroforesis. Primero, se aplica un voltaje de 100
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mV para concentrar la muestra y una vez llega al gel separador se aumenta el

voltaje a 120 mV para que termine de migrar por el gel.

Cuando la electroforesis termina, se realiza la transferencia del gel a una
membrana de nitrocelulosa previamente activada durante 5 minutos en agua
destilada. Para la transferencia se aplica un amperaje de 300 mA durante 90

minutos.

8.4 Tincion con Rojo Ponceau

Con la transferencia finalizada, se comprueba si la transferencia ha ido
bien mediante la tincion de la membrana con el compuesto Rojo Ponceau. Este
compuesto es un colorante que se une de manera indiscriminada a todas las
proteinas. Para la tincidbn se bafia la membrana en Rojo Ponceau durante 5
minutos y pasado el tiempo se va destifiendo con agua destilada hasta que se
puedan observar las bandas correspondientes a las proteinas que han migrado
(Figura 31).

Figura 31. Incubacion de lamembrana con Rojo ponceau. Membrana de nitrocelulosa tratada

con Rojo ponceau.
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8.5 Blogueo e incubacidén con anticuerpos

El bloqueo tiene la funcién de evitar uniones inespecificas de los
anticuerpos saturando las membranas con proteinas de gran tamafio como, por
ejemplo, la caseina de la leche. Estas proteinas se unen a las zonas de la
membrana en las que no hay proteina cargada, lo cual evita que luego el
anticuerpo se una a la membrana de manera no especifica. La solucion de
bloqueo se afiade a la membrana y se incuba durante al menos 1h. Esta misma
solucion de leche seré utilizada posteriormente para preparar la solucion de los

anticuerpos.

La dilucion del anticuerpo dependera tanto de lo eficaz que sea el
anticuerpo como de la cantidad de proteina de interés detectable que haya en la
muestra. La incubacién con el anticuerpo primario se hace a 4°C durante una
noche entera (overnight). Finalizada la incubacion, se lava la membrana 3 veces
durante 10 minutos con una solucién de TBS con detergente tween20 al 0.5% y
se incuba con el anticuerpo secundario a temperatura ambiente durante 2h.

Después de esas 2 horas la membrana se lava otras 3 veces.

8.6 Revelado

Los anticuerpos secundarios utilizados estan conjugados a la enzima

peroxidasa de rabano (HRP, horseradish Peroxidase) que en presencia de un
sustrato, en este caso H202, produce luminiscencia detectable por equipos de
imagen. A la membrana se le afiaden 2ml de sustrato Super Signal West Pico
Plus (Thermo) durante 5 minutos y se tapa para que no les de la luz. Pasado el
tiempo, se dejan exponer durante un tiempo variable, dependiendo del
anticuerpo, en el equipo de adquisicion de imagenes digital Kodak Gel logic
2200.
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8.7 Andlisis de imagen

El andlisis de imagen permite medir de forma numérica la diferencia de
intensidad entre bandas, de este modo, siempre que se tenga un buen control
de carga, se pueden ver diferencias entre grupos. Mediante el programa Image
J se mide la intensidad de cada banda y se compara entre las distintas muestras
(Figura 32).
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Figura 32. Analisis del revelado con Image J. Imagen de revelado y panel de herramientas

abiertos desde la aplicacién Imaje J

Se mide la intensidad de la banda de la proteina de interés y la del control
de carga, en nuestro caso, la tubulina. Después se normaliza cada una de ellas
respecto a la intensidad de fondo restandole a cada banda una franja en la que
no haya tincion. Finalmente, se divide la intensidad de cada banda de la proteina
de interés entre la de la tubulina.

9. PCR cuantitativa a tiempo real (RT-PCR)

La RT-gPCR es una técnica que permite cuantificar la cantidad de mRNA
de un gen. En este caso testar si la Rapamicina afecta al canal hERG a nivel de
MRNA. Para ello ademas del gen que codifica el canal hERG (KCNH2), también
se usan controles endogenos o “housekeeping”. Estos genes son aquellos cuya
expresion no varia y se usan como normalizadores, como son los genes TUBAL,
GAPDH, UBC y TOP1 gue se han elegido.
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Este tipo de PCR consiste en retrotrascribir el mRNA a cDNA vy
posteriormente realizar la PCR. Esta técnica permite medir los ciclos de
replicacion del DNA mediante sondas fluorescentes como el SYBR green. La

fluorescencia es detectada por un sistema optico.

El método de cuantificacion, se trata de una cuantificacion relativa en el
gue se compara el valor umbral de ciclos o Cq del gen KCNH2 en muestras
control y tratadas con Rapamicina. El valor Cq determina el nimero de ciclos
que necesita la muestra para alcanzar la fase exponencial de replicacion. Este
valor serd menor cuanto mayor sea la concentracion original de mRNA de la
muestra. Para normalizar y poder comparar los Cq se usa la siguiente
transformacion, la cual nos devuelve el dato del Cq normalizado respecto al

control endogeno:

ZACq
Donde ACq es: (Cqg del gen de interés — Cg gen normalizador)

Las células HEK-hERG se trataron con Rapamicina 0.05uM y 5uM
durante 24h, se recogieron usando una solucion comercial “TRI-reagent” de
Applied Byosystems y se enviaron al servicio SGIKER de la UPV-EHU para la
extraccion del mRNA y posterior RT-gPCR.

10. Técnica de pinzamiento de membrana o Patch-

Clamp

El primer registro de actividad eléctrica cardiaca, en concreto de un
potencial de accién, se realizé en 1951 en preparaciones multicelulares (Draper
and Weidmann, 1951). Hodgkin y Huxley desarrollaron la técnica de fijacién de
voltaje en 1952 (Hodgkin et al, 1952; Hodgkin & Huxley, 1952), técnica que les
valié un el premio Nobel de fisiologia-medicina en 1963. Posteriormente, la
técnica denominada “pinzamiento de membrana” permitio fijar el voltaje de toda
la membrana de una célula aislada, o de solo una pequefia porcion de la misma.

Esta técnica desarrollada por Neher y Sakman (Neher and Sakman, 1976; Neher
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et al, 1978; Hamil et al, 1981), les valié a su vez el premio Nobel en la misma

area en 1991.

Esta técnica permite estudiar el comportamiento de un canal en diferentes
condiciones mediante la aplicacion de voltaje. Ademas de ello, mediante el
registro de las corrientes estimulando a la célula con distintos protocolos, es
posible también analizar las propiedades biofisicas del canal. En la figura 33 se
muestra el equipo que consiste en un conjunto de aparatos.

Figura 33. Elementos que forman el aparato de Patch Clamp: Salida de aire comprimido (1),
estirador de pipetas (2), microscopio invertido (3) dentro de una mesa de antivibracion (6),
macromanipulador (4), micromaniplador (5), bateria del microscopio (7), fuente del

micromanipulador (8), interfase (9), amplificador (10), odenador (11).

Para realizar los registros, se puede usar la propia placa de petri. En este
caso, se retira el medio de cultivo y se cambia por 2 ml de solucién externa. Las
células se dejan reposar durante 10 minutos. Finalmente, se coloca la placa en
el microscopio y se introduce el microelectrodo en la placa para empezar a
registrar (Figura 34 izquierda). Otra opcion es trasladar a las células a la camara
de perfusion 0.5 ml de volumen montada en el microscopio (Figura 34 derecha)
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lo cual permite tener la solucién externa en perfusiéon y cambiar de tipo de

solucién externa.

Figura 34. Colocacion de las células para Patch-Clamp. Placa de Petri colocada en el

microscopio para registrar (izquierda) y camara de perfusion (derecha)

Para los experimentos con incubaciones agudas los registros se realizan
en perfusion. Las células se afiaden en la cAmara y se dejan posar durante 10-
15 minutos para se adhieran al fondo. Pasado ese tiempo, se abre la perfusion
de la cdmara por la que se hace pasar una disolucién externa en la que se afiade
DMSO, es decir, en condiciones control. Se deja pasar la perfusiébn durante
aproximadamente 5 minutos mas y luego se comienzan los registros. Cuando se
consigue pinchar la célula, se pueden hacer los registros en esas mismas
condiciones para registrar control o se puede cambiar a externa con el farmaco

que se vaya a testar.

Para registrar las corrientes se usan micropipetas de borosilicato de
aproximadamente 2,5 micras diametro de punta que llevan dentro uno de los
microelectrodos. El otro electrodo se introduce dentro de la solucién fisiol6gica
(solucién externa) en el que se depositen las células. Cuando la micropipeta que
contiene solucién interna se pone en contacto con la célula, esta se queda dentro
del campo eléctrico producido entre los dos electrodos. Mediante la pipeta se
mantiene fijado el potencial de la membrana inyectando la corriente necesaria
para, posteriormente, aplicar diferentes estimulos y registrar las corrientes

resultantes.
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El estirador de pipetas fabrica micropipetas a partir de capilares de
borosilicato de 1,5 mm de didmetro mediante pulsos de temperatura. Estos
pulsos se realizan mediante una resistencia dentro de la cual se coloca capilar.
Primero, el estirador da un pulso de calor intenso para estirar el capilar por la
mitad, reduciendo a la vez su didmetro. El segundo pulso es de menor
temperatura para romper el capilar de manera que se obtienen dos micropipetas
con una punta redondeada (Figura 35). La pipeta obtenida se llena de solucién

interna mediante una jeringuilla con cuidado para que no queden burbujas, ya

que estas no permiten la conduccién eléctrica.

Figura 35. Estirador de pipetas. A la izquierda las distintas partes del estirador, a la derecha,
como queda el capilar una vez colocado en el estirador. La pipeta se rompe a la mitad y cae.
Tanto el estiramiento como la caida sucede por la fuerza que ejercen los pesas (Las piezas

negras bajo la ruleta C)

Con la pipeta en el bafio, el amplificador hace pasar a través de ella pulsos
de -10 mV a una frecuencia de 10 Hz desde un potencial de 0 a -10 mV. Estos
pulsos se registran en la pantalla como una deflexién en corriente eléctrica. Con
el dato de amplitud de la corriente y la diferencia de potencial aplicada (-10 mV)
se calcula la resistencia de la pipeta mediante la Ley de Ohm:
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R=VII
Siendo R resistencia, V voltaje e | corriente

La resistencia de la pipeta debe estar entre 1 y 3 MQ. Las pipetas que se
salgan de ese rango son desechadas ya que dificulta el hacer los registros
(Figura 36).
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Figura 36. Display de registro en Clampex. Registro de la corriente (pA) y dato de resistencia
(MQ) que calcula el programa clampex cuando se introduce la pipeta en la solucién externa. La
corriente es la que se registra cuando se le aplica una diferencia de voltaje de -10 mV.

Mediante el micromanipulador se acerca la pipeta a la célula a registrar
hasta hacer contacto con la membrana. En ese momento se ejerce presion
negativa (succion) para que el pedazo de membrana se invagine hacia dentro de
la pipeta, formando un sello de alta resistencia de orden de gigaQ llamado
“gigasello”. A continuacion, aplicamos una diferencia de voltaje de -10 mV, pero
de -60 a -50 mV. Estos voltajes resultan menos agresivos para la célula y

ademas no activan corrientes.

Este aumento de la resistencia se debe a que el contacto con la célula
tapona la punta de la pipeta y dificulta el paso de corriente, es decir, la resistencia
sera cada vez mayor y el paso de corriente entre los dos electrodos sera cada

vez menor. Traducido a la pantalla del ordenador, cuanto mayor sea la
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resistencia menor seréa la deflexion hasta llegar al punto de igualar la linea
isoeléctrica. A esta situacion se la conoce como “parche sobre la célula” u “on-

cell patch”.

A partir de la configuracion “on cell” se pueden usar 2 configuraciones
distintas. La configuracion “parche escindido” que consiste en separar el parche
del resto de la célula y la configuracion “célula entera” o “whole-cell” que consiste
en aplicar una ligera succion rompiendo el parche de membrana comprendido
en la punta de la pipeta (Figura 37). Esta ultima ha sido la configuracion usada
para este proyecto de tesis doctoral por ser el mas adecuado para registrar

corrientes de potasio.

Figura 37. Formacién del parche de membrana con la configuracion “whole cell”. Se
muestra la conformacion en la que un pedazo de membrana se intoduce en la pipeta para

posteriormente romperse y permitir el paso de corriente.

Con el parche roto se produce una dialisis entre la solucion interna y el
medio intracelular permitiendo su modificacibn a conveniencia y registrar las
corrientes de los canales presentes en la célula. La ruptura del parche produce
la aparicidon de una nueva corriente que aparece de manera instantdnea y que
desaparece rapidamente. Esa corriente se denomina corriente capacitiva y es la
corriente necesaria para cargar -10 mV (el voltaje aplicado) la capacidad de la
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membrana de la célula en cuestion. Para obtener capacidad hay que usar la

siguiente formula:

C=Q/V

Siendo C capacidad, Q carga y V voltaje

El programa de registro calcula el area sobre la curva y para saber cual
es la capacidad se divide ese dato entre el voltaje aplicado (-10 mV). La
capacidad se mide en pF (pico faradios). Este dato es una medida indirecta del
tamafio de la célula, ya que cuanto mayor sea la célula mayor sera la capacidad.
La capacidad sirve para normalizar los datos de corriente que se obtengan

mediante los registros.

10.1 Protocolos de reqistro de la corriente hERG (lherc) €n células
HEK-hERG.

Debido a que la linea HEK-hERG no expresa otros canales iénicos, para

realizar los registros no se han empleado bloqueantes de otras corrientes
i6nicas. Para que la corriente que se registra sea realmente hERG, se debe
sustraer de ella la corriente enddgena. Para ello se usa la terfenadina,
bloqueante de la corriente hERG vy se realizan los mismos registros, los cuales

corresponden a la corriente endogena.

Para estudiar los efectos de la inhibicion mTOR sobre esta corriente se
han medido distintos pardmetros obtenidos mediante diferentes protocolos de

registro. Dichos parametros y protocolos se detallan a continuacion.

10.1.1 Protocolo Corriente-Voltaje
Este protocolo nos permite obtener la Curva Corriente-Voltaje (I-V), la

Curva de Activacion y la Constante de Tiempo de Deactivacion (tdeact).
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Curva Corriente-Voltaje

La curva corriente voltaje permite conocer la amplitud de la corriente
hERG a diferentes voltajes. La amplitud serd mayor a medida que aumente el
voltaje ya que los canales salen del estado de reposo al estado inactivo. A
medida los a voltajes sean mas positivos, el paso de reposo a inactivo se hara
cada vez mas rapido. Esa amplitud depende de cuantos canales se abren a cada

voltaje y de la fuerza electromotriz que ejerce el potencial transmembrana.

Para obtener la curva |-V se ha usado un protocolo de estimulacion
llamado protocolo 1V, que consta de un prepulso y un pulso de cola. En el
prepulso se aplican durante 2 segundos voltajes crecientes de 10 mV, desde -60
mV hasta +50 mV. Después, en el pulso de cola, se aplica un voltaje de -40 mV
durante 5 segundos (Figura 38 arriba) del cual se consigue el registro

correspondiente (Figura 38 abajo).

25

+50

55

-40

Figura 38. Protocolo corriente voltaje. Esquema de los voltajes aplicados y duraciéon de cada

pulso (arriba) y registro de la corriente IKr en condiciones control mediante protocolo 1V (abajo)

La curva corriente voltaje se obtiene de la parte del final de prepulso
midiendo la amplitud a cada voltaje y dividiéndolos entre la capacidad de la

célula. De este modo se normaliza la corriente al tamafio de la célula (Figura 39).
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Figura 39. Curva corriente voltaje de la corriente hERG en condiciones control. Se observa
como a voltajes positivos el aumento de la inactuvacién del canal se traduce en una disminucion

de la corriente

Curva de activacion.

La curva de activacion permite conocer la proporcién de canales activos
a cada voltaje. Para este pardmetro se usa la parte del pulso de cola del protocolo
de IV que lleva los canales a -40 mV para conseguir que pasen al estado activo.
En el canal hERG no es posible el paso directo de estado inactivo a reposo, con
lo cual, los canales que estaban en estado inactivo pasan a activo. A cada voltaje
todos los canales que se hayan inactivado, pasan al estado activo antes de

volver a reposo.

Para obtener los datos se mide la amplitud del pico de corriente de cola.
El programa calcula una grafica de la que se obtiene la amplitud corriente a cada
voltaje y el voltaje medio de activacion (Vhat), €s decir, el voltaje al cual el 50 %

de los canales estan en estado activo. Para obtener este valor, hay que ajustar
la gréafica obtenida en el registro a una ecuacion de Boltzman, la cual ajusta la
grafica a una sigmoide y calcula exactamente el dato del voltaje medio de
activacion. La curva de activacion para la corriente hERG se representa como
una sigmoide que a voltajes positivos alcanza una asintota en torno al valor 1
(Figura 40).
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Figura 40. Curva de activacién de la corriente hERG en condiciones control. Se muestra

insertado el valor numérico del voltaje medio de activacién (Vhar).

Constante de tiempo de deacticavion (tdeact).

La constante de tiempo de deactivacion nos dice el tiempo que tardan los
canales el volver al estado de reposo, es decir, nos da informacion sobre la
velocidad a la que los canales vuelven al estado de reposo. Para ello se ajusta
la caida de la corriente de cola usando una ecuacién exponencial de un solo
componente, la cual calcula la pendiente de la caida del trazo de corriente a cada
voltaje. En este caso se usa la constante de deactivacion al voltaje mas alto, +50
mV.

10.1.2 Protocolo Corriente-Voltaje Totalmente Activado

El Protocolo Corriente-Voltaje Totalmente Activado, “Fully Activated I-V” o
mas comunmente llamado “Protocolo de Colas”, nos permite conocer el voltaje
de inversiéon de la corriente. El voltaje de inversion de la corriente hERG es el
voltaje a partir del cual cambia el sentido del movimiento de los iones de potasio,

pasando de ser de entrada a ser de salida. El protocolo de colas consta también
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de un prepulso y un pulso de cola. El prepulso consiste en llevar el voltaje de la
membrana desde -80mV a +40mV durante 1 segundo. Este estimulo provoca
gue todos los canales abandonen el estado de reposo y pasen a estado inactivo.
En el pulso de cola, partiendo de +40 mV, aplica voltajes crecientes de 10 mV
desde -120 mV hasta +60 mV de durante 2 segundos (Figura 41 arriba) del cual
se obtiene un registro en el que se observa una corriente de entrada hasta
aproximadamente -80 mV y una corriente de salida de salida a voltajes mas

positivos (Figura 41 abajo).

25
1s  +60

+40

-120

1s

Figura 41. Protocolo corriente-voltaje totalmente activada en condiciones control.
Esquema de los voltajes aplicados y duracidn de cada pulso (arriba) y registro de la corriente

hERG en condiciones control mediante protocolo colas (abajo).

De este registro también se consigue una curva corriente voltaje pero con
todos los canales activos, por lo que la amplitud de la corriente depende
solamente de la fuerza electromotriz y de la capacidad del canal de conducir
corriente (Figura 42). De este modo, el voltaje de inversion sera el voltaje que
corte el eje X donde la corriente es de 0 pA. La curva corriente voltaje que se
obtiene de este protocolo se consigue del inicio del pulso y sirve para, entre otras

cosas, medir con mayor precision el voltaje de inversion.
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Figura 42. Curva corriente voltaje totalmente activada en condiciones control. Curva IV

obtenida a partir del protocolo de colas.

10.1.3 Protocolo Amplitud de Corriente-Tiempo

Este protocolo se utiliza para ver el efecto agudo de una sustancia sobre
una corriente a lo largo del tiempo. A diferencia del resto de registros, en este
caso se ha registrado la corriente hERG aplicando el protocolo completo cada
15 segundos 140 veces, lo que hacen 35 minutos de registro. Las veces que se
aplica el protocolo se establece en funcion del tiempo que se quiera registrar la
corriente. El protocolo consta de un prepulso de -80 a +40 mV y un pulso de cola
a -40 mV (Figura 43 arriba). La curva registro que se obtiene de este protocolo
tiene un aspecto similar al del protocolo corriente-voltaje pero aplicando un Unico

voltaje en el prepulso (Figura 43 abajo)
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Figura 43. Protocolo amplitud de corriente-tiempo en condiciones control. Esquema de los
voltajes aplicados y duracién de cada pulso (arriba) y registro de la corriente hERG con el
protocolo de amplitud corriente-tiempo (abajo).

La parte del protocolo que se utiliza a la hora de construir la curva es el
pico de amplitud de corriente que se registra cada 15 segundos. Los valores

obtenidos se relativizan al valor de amplitud mas alto y se grafican respecto a

tiempo (Figura 44).

11 Control

0,5
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0,3
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Tiempo (min)

Figura 44. Curva corriente-tiempo en condiciones control. Curva obtenida a partir del

protocolo de amplitud corriente-tiempo.
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Con este protocolo se pretende ver el efecto agudo de un farmaco en la
corriente hERG. En el sistema de perfusion se colocan dos soluciones externas,
una de ellas con el farmaco a la concentracion deseada y en la otra, como
control, DMSO en la misma cantidad que el farmaco. Las células se perfunden
con la solucién control para iniciar los registros. Una vez comienza el registro, se
pueden mantener en la solucién con DMSO para registrar condiciones control o
cambiar a la solucion con el farmaco para observar sus efectos en el registro. El
dato que se obtiene de este registro es el voltaje en el pico de la cola durante el
tiempo que se aplica el protocolo, para poder observar el efecto del farmaco

durante el tiempo.

10.2 Protocolo de reqistro de la corriente lxur €n HL-1.

Las células HL-1 son una linea celular auricular y tienen diversos canales
i6nicos que conducen corrientes de sodio, potasio y calcio. Para poder registrar
especificamente la corriente ultrardpida de potasio es necesario inhibir las
demas. El bloqueo de los canales de calcio y de ciertos canales de potasio se
consigue afiadiendo cobalto y tetraetilamonio a la solucién externa. Para inhibir
la corriente de sodio se utiliza un potencial de mantenimiento de -60mV, voltaje

al cual los canales de sodio estan inactivados.

Para obtener la curva corriente voltaje de la Ikur Se ha usado un protocolo
de estimulacion que consta de un Unico pulso de voltajes crecientes de 10 mV,
desde -40 mV hasta +50 mV, durante 500 ms (Figura 45 arriba) de la cual se

obtiene el registro correspondiente (Figura 45 abajo).
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Figura 45. Protocolo corriente voltaje para IKur en conciones control. Esquema de los
voltajes aplicados y duracién de cada pulso (izquierda) y registro de la corriente lkur €n
condiciones control mediante protocolo IV (derecha).

La curva corriente voltaje de la Ikur Se obtiene de la parte del final de pulso,
midiendo la amplitud de corriente a cada voltaje y dividiéndola entra la capacidad
de la célula (Figura 46).

35

30

—@— Control 25

Densidad de corriente (pA/pF)

-50 30

Voltaje (mV)

Figura 46. Curva corriente voltaje de la corriente Ikur en condiciones control.
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11. Analisis estadistico

A lo largo de todo el apartado de resultados, los datos se expresan como
Media + Error Estandar. El analisis estadistico de los datos se realizé6 empleando
el test “t” de Student para muestras apareadas o no apareadas de las medias

considerando estadisticamente significativos valores de p<0,05.
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RESULTADOS
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1. Efecto de la incubacidén durante 24h con Rapamicina

sobre la corriente IhnERG

1.1 Efecto de la inhibicion créonica de mTOR sobre la IhERG

Con el objetivo de estudiar el efecto de la inhibicion de mTOR sobre la

IhNERG, las células HEK-hERG fueron incubadas durante aproximadamente 24h
con DMSO (control) o con una de las siguientes concentraciones de rapamicina:
0.05, 0.5 y 5 uM. Pasado el tiempo de incubacion, se realizaron los registros de

corriente.

1.2 El tratamiento con Rapamicina durante 24h aumento6 la amplitud
de la corriente IhERG

Los registros realizados en las células HEK-hERG incubadas con

Rapamicina mostraron un aumento de la amplitud de corriente respecto a control

de manera dependiente de concentracion (Figura 47).

50 mv
B=
== omv
-80mY | 2s S5s

Control Rap 0,05 uM

500pA =

Figura 47. Efecto de la Rapamicinaen lacorriente hERG. Registros representativos de células
HEK-hERG control (incubadas con DMSO) e incubadas durante 24h con diferentes
concentraciones de Rapamicina. El esquema de la parte superior describe el protocolo de

registro.
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Al normalizar la amplitud de la corriente de cada célula por su capacidad
se obtiene la densidad de corriente. Este parametro permite comparar los valores
obtenidos en células distintas. Las curvas I-V presentan valores mas altos en las
células incubadas con Rapamicina que en las células control. Ese aumento se
observa practicamente a todos los voltajes testados y es mayor cuanto mayor es
la concentracion de Rapamicina. Por lo tanto, la incubacion con Rapamicina
aumenta la densidad de la corriente conducida a través del canal hERG y el

efecto es dependiente de concentracion (Figura 48).

30

—e—Control

—e—Rapamicina 0.05 uM
Rapamicina 0.5 uM

—e—Rapamicina 5 uM

Densidad de corriente (pA/pF)

-40 -30 -20 -10 0 10 20 30
Voltaje (mV)

Figura 48. Efectos de la Rapamicina en la densidad de corriente hERG. Densidad de
corriente hERG a diferentes voltajes en células control (incubadas con DMSO) e incubadas
durante 24h con Rapamicina. Control: N=14; Rapamicina 0.05 u 0.5 yM N=10; Rapamicina 5 yM
N=7
La IhERG alcanza el pico maximo de corriente en torno a los 0 0 +10 mV.
Al analizar el efecto de la incubacién con Rapamicina sobre la densidad de
corriente a ambos voltajes (Figura 49), se observa un aumento con todas las
concentraciones de Rapamicina testadas. El efecto es similar a ambos voltajes.
Asi, a 0 mV el aumento de la densidad de corriente observado fue de un 51, 83
y 113% respectivamente. A +10 mV el aumento fue muy similar, siendo de 48,
77y 111% respectivamente.
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Figura 49. Efecto de la Rapamicina en la densidad de corriente hERG ay +10 mV. Densidad
de corriente hERG a 0 mV y +10 mV en células control (incubadas con DMSO) o incubadas
durante 24h con distintas concentraciones de rapamicina durante 24h. * p<0.05; ** p<0.01.
Control: N=14; Rapamicina 0.05 u 0.5 yM N=10; Rapamicina 5 yM N=7.

1.3 El tratamiento con Rapamicina durante 24h no alterd el voltaje

medio de activacion del canal hERG

Ajustando el pico de las colas de IhERG a una ecuacion sigmoide de
Boltzman se obtiene la curva de activacion del canal. Nuestros resultados
mostraron que las curvas de activacion son similares en condiciones control y
tras la incubacién con cualquiera de las concentraciones de rapamicina (Figura
50).
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Figura 50. Efecto de la Rapamicina en la curva de activacion de la corriente hERG. Curva de
activacion de la corriente hERG en células control (incubadas con DMSO) o incubadas durante
24h con distintas concentraciones de Rapamicina. Control: N=14; Rapamicina 0.05 u 0.5 yM
N=10; Rapamicina 5 uyM N=7.

Asimismo, no se observaron diferencias significativas en el voltaje medio

de activacion del canal hERG (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de la Rapamicina en el voltaje medio de activacion de la corriente hERG.

Voltaje medio de activacion del canal hERG en condiciones control y en células incubadas
durante 24h con distintas concentraciones de Rapamicina. Control: N=14; Rapamicina (R) a

todas las concentraciones N=10.

Grupo Vhalf

Control -4.7 + 1,45
R 0,05 uM -5.06 + 2.5
R 0,5 uM -59+17

R5uM -5.8+1.8
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1.4 El tratamiento con Rapamicina durante 24h no alterd la

constante de tiempo de deactivacion del canal hHERG

Ajustando al caida de las colas de la corriente INERG a una ecuacion
monoexponencial se obtiene la constante de tiempo de deactivacion (Tdeact) del
canal. Los resultados mostraron que la incubacion con Rapamicina no alter6 de
manera significativa la constante de tiempo de deactivacion, es decir, no altera

la velocidad a la que el canal hERG vuelve al estado de reposo (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la Rapamicina en la constnate de tiempo ed deactivacion de la corriente
hERG. Constante de tiempo de deactivacion (tdeact) €n condiciones control y en células incubadas
durante 24h con distintas concentraciones de Rapamicina. Control: N=14; Rapamicina (R) a

todas las concentraciones N=10.

Grupo Tdeact
Control 1378 + 132,5
R 0,05 pM 1087,8 + 117,7
R 0,5 pM 1094,6 + 17,03
R 5 pM 1185,3 + 75.3

1.6 El tratamiento con Rapamicina durante 24h no altero el voltaje

de inversion del canal hERG

Otro de los parametros medidos fue el voltaje de inversion, es decir, el
voltaje a partir del cual la corriente hERG pasa a ser de salida a ser de entrada.
Este parametro se obtuvo a partir del protocolo de colas ya que permite resgitrar
tanto corriente de entrada como de salida. Los resultados no mostraron
diferencia significativa en el voltaje de inversion entre el grupo control y los
grupos tratados con Rapamicina (Tabla 3). A partir del resgitrso se obtuvo la
curva corriente voltaje que muesra la densidad de corriente totalmente activada.

Al igual que en el Vinv tampoco se encontraron diferencias (Figura 51).
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Tabla 3. Efecto de la Rapamicina en el voltaje de inversion del canal hERG. Voltaje de
inversion en condiciones control y en células incubadas durante 24 h con distintas

concentraciones de Rapamicina. Control: N=14; Rapamicina en todas las concentraciones N=10.

Grupo Vinv

Control 76,6 + 0,89
R 0,05 pM 76,55 + 0,37
R 0,5 uM 76,6 + 0,31

R 5 pM 76,2+ 0,5
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Figura 51. Efecto de la Rapamicina en la densidad de corriente hERG totalmente activada.
Densidad de corriente hERG obtenida del protocolo corriente voltaje totalmente activada en
celulas control (incubadas con DMSO) e incubadas durante 24h con distintas concentraciones

de Rapamicina. Control: N=14; Rapamicina a todas las concentraciones N=10.
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1.7 La Rapamicina no tuvo efecto agudo en la corriente hERG

Con el fin de testar si la Rapamicina tiene un efecto directo en el canal
uniéndose a él, las células HEK-hERG fueron perfundidas con solucién externa
con DMSO como control o con solucidbn externa con Rapamicina a la
concentracion de 5 uM. El protocolo de amplitud corriente-tiempo, que consiste
en aplicar un unico prepulso a +40 mV y un pulso a -40 mV, se aplico a las células
durante 35 minutos. Los resultados mostraron registros similares en los grupos
perfundidos con solucion externa con DMSO como control y los grupos
registrados con solucién con Rapamicina 5 yM en los 35 minutos de registro.
(Figura 52).

40mV
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s s

Control
Rap 5 uM

Figura 52. Efecto de la Rapamicina en el “run down” de la corriente hERG. Registros de
corriente hERG obtenidos en una célula en condiciones control perfundida con solucién externa

con DMSO y en una célula perfundida 35 minutos con solucion externa con Rapamicina (Rap).

A partir de los 5 minutos de registro, se observa una caida lenta de la
amplitud de la corriente hERG en condiciones control, conocida como “Run
Down”. En presencia de rapamicina, la velocidad de caida se superpone
exactamente con la velocidad de caida en condiciones control, lo que indica que

no se trata de una interaccion directa entre el canal y el farmaco (Figura 53).
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Figura 53. Efecto de la Rapamicina en el “run down” de la corriente hERG tras 35 minutos
de exposién a la Rapamicina. Corriente hERG normalizada al pico méximo corriente. Células
control perfundidas con solucién externa con DMSO vy perfundidas con solucion externa con

Rapamicina 5 uM durante 35 minutos. Control, Rapamicina 5 uM N = 6-9.

Descartado que la rapamicina hiciera su efecto uniendose directamente al
canal se quiso comprobar que la Rapamicina no estuviera activando otras
enzimas que pudieran estar actuando sobre hERG y produciendo un aumento
en la corriente. Con este objetivo, las celulas fueron incubadas durante 35
minutos con solucién externa con DMSO como control o con solucién externa
con Rapamacina 5 pM y posteriormente se realizaron de nuevo registros con el
protocolo de amplitud corriente-tiempo en las mismas condiciones, durante otros
35 minutos. La incubacién previa nos permite observar que sucede con la caida
de la corriente durante mas tiempo sin necesidad de mantener la célula en
registro y poner en riesgo su integridad. Los resultados mostraron registros
similares en los grupos perfundidos con solucion externa con DMSO y los grupos
perfundidos con solucién externa con Rapamicina 5 yM en los 35 minutos de

registro posteriores a la incubacion (Figura 54).
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Figura 54. Efecto de la Rapamicina en el “run down” de la corriente hERG tras 35 minutos
de incubacion con Rapamicina. Registros de corriente hERG en una célula en condiciones
control perfundida con solucién externa con DMSO y en una célula perfundida 35 minutos con
solucién externa con Rapamicina (Rap) tras una incubacién previa de 35 minutos con DMSO o

Rapamicina

Para estos registros también se uso6 el run down como pardmetro para
determinar si la Rapamicina estaba haciendo o no efecto sobre el canal mediante
otras enzimas o segundos mensajeros. De nuevo, los resultados mostraron
curvas similares entre las células incubadas y perfundidas con DMSO como
control e incubadas y perfundidas con Rapamicina 5 pM durante

aproximadamente 3 minutos (Figura 55).
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Figura 55. Figura 53. Efecto de la Rapamicina en el “run down” de la corriente hERG tras
65 minutos Corriente hERG normalizada al pico maximo de corriente. Células control
perfundidas con solucién externa con DMSO y perfundidas con solucidn externa con Rapamicina
5 UM durante los 35 minutos posteriores a la incubacion con DMSO o Rapamicina. Control,

Rapamicina 5 pM. N = 6-9.
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En conjunto, este grupo de resultados indica que la rapamicina no tiene

un efecto agudo, inespecifico y desconocido sobre el canal hERG.

1.8 El aumento de la corriente hERG se debe a la inhibicion de
MTOR

A continuacion, quisimos confirmar si el aumento de la densidad de

corriente hERG que obteniamos tras la incubacion con Rapamicina se debia a
la inhibicion de mTOR. Para ello, sustituimos la Rapamicina por Torina-1, un
inhibidor de mTOR que también inhibe a ambos complejos, MTORC1 y
MTORC2. Los resultados mostraron que la incubacion con Torina-1 3 uM
durante 24h también aumento significativamente la densidad de corriente hERG

respecto a control (Figura 56).
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Figura 56. Efecto de la Torina en la densidad de corriente hERG. Densidad de corriente
IhERG a diferentes voltajes en células control e incubadas durante 24h con Torina-1 3 uM.
Control: N=14; Torina 3 yM N=14.

Tomando el valor a +10 mV como voltaje al que se alcanza el pico maximo

de corriente, se observé un aumento significativo de densidad de corriente en las
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células incubadas con Torina-1 respecto a las del grupo control. Concretamente,
se obtuvo un aumento del 100%, que es muy similar al obtenido tras la
incubacion con la concentracion mas alta de Rapamicina (5 uM) usada en

experimentos anteriores (111%) (Figura 57).
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Figura 57. Efecto de la Torina en la densidad de corriente hERG a 10 mV. Densidad de
corriente hERG a +10 mV en células control o incubadas con Torina-1 3 pM durante 24h. **
p<0.01. Control N=14; Torina 3 pM N=10.

2. Efectos de la inhibicion de mTOR durante 24h sobre

la cantidad de canales hERG

2.1. El tratamiento durante 24h con Rapamicina aumento la

cantidad de canales hERG

Para comprobar si el aumento de la densidad de corriente se debia a un
aumento en la cantidad de canales hERG disponibles, las células HEK-hERG en
condiciones control incubadas con DMSO Yy tratadas con Rapamicina 0.05y 5
MM durante 24h fueron recogidas y lisadas para detectar el canal hERG mediante
western blot. Al igual que con la densidad de corriente, las células HEK-hERG
tratadas con Rapamcina mostraron una mayor cantidad de canal hERG respeco
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a control del 38% para la contrecién de 0.05 yM y del 99% para la concentracion
de 5 uM, siendo el aumento a esta concetracion estadisticamente significativo
(Figura 58).
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Figura 58. Efecto de la Rapamicina en la expresdn de canales hERG. Andlisis de expresion
del canal hERG en condiciones control y en células incubadas durante 24h con diferentes
concentraciones de Rapamicina. Imagen de revelado de western blot (arriba) y gréafico de
intesidad de banda total (abajo) obtenida a traves de image J. Las bandas fueron normalizadas
usando Tubulina *p<0.05. Control y Rap0,05: N=11; Rap5: N=5.

2.1.1 El tratamiento con Torina-1 3 uM durante 24h también aumenté la

expresion de canal hERG

Al igual que con la densidad de corriente, para confirmar que la
Rapamicina aumenta la expresion de corriente a través de la inhibicion del
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complejo mTOR se sustituyo la Rapamicina la Torina-1 3 pM. Las células HEK-
hERG control e incubadas con Torina-1 se recogieron y se lisaron para el
posterior western blot. Los resultados mostraron un aumento significativo

respecto a control de la expresion del canal hERG del 70% (Figura 59).
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Figura 59. Efecto de la Torina en la expresén de canales hERG. Andlisis de la expresion del
canal hERG en condiciones control y en celulas incubadas durante 24 h con Torina 3uM. Imagen
de revelado de Western Blot (arriba) y grafico de intensidad de banda total (abajo) obtenida a
traves de image j. Las bandas fueron normalizadas usando Tubulina *p<0.05. Control; Torina
3uM N=4.

2.2 El tratamiento con Rapamicina durante 24h aumento el trafico

del canal hERG a la membrana

Una vez comprobado que la Rapamicina aumentaba la densidad de
corriente mediante un aumento de la expresion del canal hERG, se analiz6 el
efecto de la incubacion con rapamicina sobre el trafico del canal hERG a la

membrana plasmatica. Para ello, en los western blots realizados se comparé el
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ratio de banda de 155 KDa, completamente glicosilada y madura, respecto a la
cantidad total (es decir, la suma de las dos bandas). Este cociente se us6é como
medida indirecta del trafico de canal hERG a membrana, ya que la proteina
madura se localiza principalmente en membrana. El aumento del ratio de la
banda madura frente a la total indica que el trafico del canal a la membrana es
mayor. Los resultados mostraron que en las células incubadas con Rapamicina

5 uM el ratio era un 20% mayor que el obtenido en células control (Figura 60).
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Figura 60. Efecto de la Rapamicina en el ratio de glicosilacién de canales hERG. Ratio de
glicosilacién del canal hERG. Misma imagen de western blot del canal en condiciones control y
en células incubadas durante 24h con diferentes concentraciones de Rapamicina mostrada en

la figura 57 (arriba) y gréfico de intensidad de banda madura frente a banda total (abajo) obtenida
a traves de image J. Las bandas fueron normalizadas usando Tubulina. *p<0.05. Control,

Rap0,05 pM: N=11; Rap5 pM: N=5.

3.Efectos de lainhibicion de mTOR durante 24h en el

recambio (Turnover) del canal hERG

3.1 El tratamiento con Rapamicina durante 24h aumento la sintesis

de proteina sin afectar a su degradacion

Para profundizar en el mecanismo mediante el cual la inhibiciéon de mTOR

aumentaba la cantidad de corriente hERG, analizamos el efecto de la incubacion
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con Rapamicina sobre la sintesis y degradacion del canal. Utilizamos
cicloheximida (CHX) para bloquear la sintesis de proteinas de novo e inhibimos
la degradacion por proteasoma mediante el inhibidor especifico 26S MG132. En
una nueva serie de experimentos se incubaron durante 24h las células HEK-
hERG control y células incubadas con Rapamicina 5 pM con CHX 10 ug/ml,
MG132 30 yM y sin ninguno de los dos. Los resultados mostraron un aumento
significativo respecto a control de la expresion del canal hERG del 160% en los
grupos tratados con Rapamicina 5 pM. En presencia de CHX el aumento
observado desaparecia mientras que en presencia de MG132 el aumento
respecto a control fue del 525%, aun mayor que solo con Rapamicina 5 uM
(Figura 61). Estos resultados muestran en definitiva que en ausencia de
inhibicién proteasomica del canal hERG la proteina se acumula, lo que indica

que la sintesis de proteina es mayor en presencia de la Rapamicina.
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Figura 61. Efecto de la Rapamicina sobre la sintesis y degradacion de canales hERG.

Gréfico de la intensidad de bandas en condiciones control y en células incubadas con
Rapamicina en ausencia y presencia de CHX 10 pg/ml, y MG132 30 uM. Imagen de western blot

(arriba) y grafico de porcentaje de intensidad de bandas obtenida a traves de image J. Las
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bandas fueron normalizadas a las bandas del rojo ponceau. **p<0.01 Control, Rapamicina 5 uM:
N=3.

4.Efectos de lainhibicion de mTOR en la transcripcion
del canal hERG

4.1 La incubacion con Rapamicina 24h no alteré la expresion de
MRNA del canal hERG

Otro mecanismo mediante el cual la Rapamicina podia aumentar la

cantidad de canal hERG es un aumento a nivel de transcripcion de mRNA.
Comprobamos esta posibilidad realizando una RT-qPCR del gen KCNH2 en
células incubadas 24 h en condiciones control o en células incubadas con
Rapamicina a diferentes concentraciones (0.05 y 5uM). Los resultados de la
gPCR, expresados en forma de 2"ACq, no mostraron diferencias significativas
respecto a control en ninguna de las concentraciones (Figura 62). Los Cq del

gen KCNH2 fueron relativizados respecto a los Cq del gen GAPDH.
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Figura 62. Efecto de la Rapamicina en la transcripcion de canales hERG. 2*ACq del canal
hERG en condiciones control y en células incubadas con diferentes concentraciones de
Rapamicina. Control; Rapamicina en ambas concentraciones N=4. Los genes normalizadores
usados fueron TUBA1, GAPDH, UBC y TOP1. Se muestran los resultados referidos a GAPDH.
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Confirmado que el aumento de la corriente hERG fue causado por la
inhibicion de mTOR, provocando un aumento de la traduccion y el trafico a

membrana del canal hERG.

5. Papel de mTOR-C1y mTOR-C2 en el aumento de la
expresion de hERG

Otro de los objetivos de la presente Tesis Doctoral era esclarecer cual de
los dos complejos de mTOR, mMTORC1 o mTORC2, era el responsable de los
efectos observados sobre la corriente hERG. Para ello, en otra serie de
experimentos utilizamos siRNAs para silenciar a Raptor o a Rictor, que son

proteinas clave en los complejos mMTORC1 y mTORC2 respectivamente.

5.1 El silenciamiento de Rictor no modifica la expresion de hERG

En primer lugar realizamos experimentos de puesta a punto para
comprobar si el silenciamiento era efectivo, ya que los siRNAs no inhiben
completamente la expresion de las proteinas de interés. Para determinar el grado
de silenciamiento de Rictor las células HEK-hERG se incubaron con 2 ug de
SiRICTOR durante 24, 48 y 72h o solo con el vehiculo de transfeccion como
control. El vehiculo en este caso fue lipofectamina. Transcurrido ese tiempo las
células se lisaron y se realizé un western blot tifiiendo Rictor (Figura 59). Los
resultaros mostraron que a las 48h la expresion de Rictor estaba reducida un
40% en las células incubadas con siRICTOR respecto al grupo control. Sin
embargo, a las 72h esa diferencia comienza a revertirse. Por lo tanto, se
determind que el tiempo 6ptimo de silenciamiento se alcanzaba a las 48h y se

descarto realizar incubaciones mas largas.

A continuacion analizamos cémo afectaba el silenciamiento de Rictor, y
por consiguiente la inhibicion parcial de mMTORC2, a los niveles del canal hERG
(Figura 63). El inmunomarcaje de hERG fue similar en el grupo control y en los
grupos con siRICTOR. Estos resultados sugieren que mTORC2 no seria el

complejo implicado en la regulacién del canal.
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Figura 63. Efecto del silenciamiento de Rictor en la expresidonde Rictor y canales hERG.
Efecto del siRNA en la expresion de rictor y hERG en células control y en células incubadas
durante 24 y 48h con 2 pg de siRNA. Resultados de western blot (arriba) y grafico de intensidad
de las bandas (abajo) obtenida a traves de image J. Las bandas fueron normalizadas usando
Tubulina. *p<0.05. Control, siRICTOR 24h, siRNA 48h N= 4.

5.2 El silenciamiento de Rictor no altera la densidad de corriente
hERG

Asimismo, realizamos registros de corriente hERG en células control y

tras el silenciamiento con SIRICTOR durante 48h. Como muestra la curva
corriente-voltaje (Figura 64), no se observaron cambios significativos en la

densidad de IhERG a ninguno de los voltajes testados.
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Figura 64. Efecto del silenciamiento de Rictor en la densidad de corriente hERG. Densidad

de corriente hERG en celulas control (sin siRNA) y en celulas recogidas a las 48 h del
silenciamiento del Rictor. Control N=11; siRNA 48h N=10.

5.3 siRICTOR combinado con Rapamicina en concentracion baja no

aumentaron la corriente hERG

El hecho de que el silenciamiento de Rictor no produjera un aumento en
la corriente hERG ni en la expresion del canal podria deberse a que la inhibicién
de mTORC2 que se consigue es insuficiente. Hay que recordar que mTOR es
una quinasa que se encuentra constitutivamente activa en condiciones
fisiolégicas y que el silenciamiento solo reduce un 40% el inmunomarcaje de
Rictor. Por lo tanto, para aumentar la inhibicion de este complejo, se realizaron
experimentos que combinaban el silenciamiento de Rictor con el tratamiento con
Rapamicina. Las células HEK-hERG se incubaron con siRICTOR durante 24h y
alas 24h se afiadi6 a la placa Rapamicina a concentracion 0.05 o 5 uM. Pasadas
otras 24h se realizaron registros de corriente hERG y se obtuvieron las
respectivas curvas densidad de corriente-voltaje (Figura 65). Los resultados
mostraron que la incubacién con Rapamicina, especialmente a la concentracion

mas alta (5 uM) aumento la IhERG respecto al grupo control.
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Figura 65. Efecto del silenciamiento de Rictor combindado con Rapamicina en ladensidad
de corriente hERG. Densidad de corriente hERG en células control y en células incubadas con
Rapamicina a diferentes concentraciones durante 24h despues del silenciamiento de Rictor.
Control N=11; siRICTOR Rapamicina 0.05 uM N= 10; siRICTOR Rapamicina 5 yM N=11.

Al analizar la densidad de corriente hERG a +10 mV, observamos un
aumento significativo respecto al grupo control del 45y 76% en los grupos de
SiRICTOR incubados con Rapamicina 0.05 y 5 uM respectivamente (Figura 66).
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Figura 66. Efecto del silenciamiento de Rictor combindado con Rapamicina en la densidad
de corriente hERG a +10 mV. Densidad de corriente hERG a +10 mV en células control y en
celulas a las 48h de silenciamiento de Rictor incubadas durante 24h con Rapamcina a distintas
concentraciones.*p<0.05, **p<0.01. Control N=11; SiRICTOR Rapamicina 0.05 pM N=10;
SIRICTOR Rapamicina 5 yM 5 uM N=11.

5.4 La incubacion durante 24h con JRAB2011 3 uM no tiene efecto

sobre la densidad de corriente hERG.

Otra forma de valorar si el complejo mTOR implicado es mTORC1 o
MTORC2 es recurrir a inhibidores quimicos selectivos. En este sentido,
JRAB2011 es inhibior especifico de mMTORC2 porgue actua inhibiendo la unién
entre Rictor y mTOR. Por lo tanto, incubamos células HekEK-hERG con con
JRAB2011 3 uM durante 24h o sin nada como grupo control y realizamos
registros de IhERG (Figura 67). La densidad de corriente hERG fue similar en el
grupo control y en las células incubadas con JRAB2011. Estos resultados

confirman que la inhibicion de mTORC2 no afecta al funcionamiento del canal.
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Figura 67. Efecto del JRAB2011 en la densidad de corriente hERG. Densidad de corriente
IhERG a diferentes voltajes en células control e incubadas durante 24h con JRAB2011 3 uM.
Control: N=14; JRAB2011 3 yM N=10
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5.5. El silenciamiento de Raptor no aumento la expresion del canal
hERG

Igual que para el silenciamiento de Rictor, también realizamos

experimentos de puesta a punto para el silenciamiento de Raptor. Incubamos las
células con 2 ug de siRAPTOR durante 24, 48 y 72h o con lipofectamina como
control y analizamos la expresion de Raptor mediante inmunomarcaje (Figura
68). De nuevo, los resultaros a las 48h mostraron una reduccién del 39%,
significativa respecto a control, que comenzaba a revertirse a las 72h. Sin
embargo tampoco se observaron aumentos significativos en la expresion del

canal hERG a ninguno de los tiempos de silenciamiento testados.

Oh 24h 48h Oh 24h 48h

here (S A
TUBULINA I S | TURULINA

RAPTOR

B Raptor

g1 where
g 1,2
o
210
S
z 0,8 *
2 o6
e}
[°]
= 04
c
©
“ 0,2

0,0

Control 24h 48h

Figura 68. Efecto del silenciamiento de Raptor en la expresionde Raptor y canales hERG
Efecto del siRNA en la expresion de rictor y hERG en condiciones control y en células incubadas
durante 24 y 48h con 2 pg de siRAPTOR. Resultados de western blot (arriba) y grafico de
intensidad de las bandas (abajo) obtenida a traves de image J. Las bandas fueron normalizadas
usando Tubulina. *p<0.05. Control, siRICTOR 24h, siRNA 48h N= 4.
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5.6. El silenciamiento de Raptor no alter6 la densidad de corriente
hERG

Se realizaron registros de la corriente InERG en células control y en

células con Raptor silenciado a las 48h. Al igual que con Rictor los resultados
mostraon que el silenciamiento de Raptor por si solo no fue capaz de provocar
ninguna diferencia significativa en la densidad de corriente respecto al grupo

control (Figura 69).
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Figura 69. Efecto del silenciamiento de Raptor en la densidad de corriente hERG. Densidad
de corriente hERG en celulas control (sin siRNA) y en celulas recogidas a las 48h del
silenciamiento de Raptor. Control N=11; siRNA 48h N=10.

5.7. siRAPTOR combinado con Rapamicina en concentracion baja

aumentaron la corriente hERG

Los siguientes experimentos consistieron en complementar el
silenciamiento de Raptor con el tratamiento con Rapamicina con el fin de lograr
una mayor inhibicion del complejo mMTORCL1. Para ello, tratamos a las células

con siRAPTOR; 24h después afladimos Rapamicina a las concentraciones
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habituales de 0.05y 5 uM; y 24h después recogimos las células para realizar los

experimentos de electrofisiologia.

Como se puede observar en la Figura 70, la densidad de IhnERG es mayor
en los grupos experimentales de silenciamiento de Raptor mas Rapamicina, que
en el grupo control. A diferencia de lo que sucedia en el silenciamiento de Rictor,
en estos experimentos el efecto maximo sobre la corriente se obtuvo con la

concentracion mas baja de Rapamicina, la de 0,05 uM.
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Figura 70. Efecto del silenciamiento de Raptor combinado con Rapamicina en la densidad
de corriente hERG. Densidad de corriente hERG en células control y en células incubadas con
Rapamicina durante 24h despues del silenciamiento de Raptor e incubadas otras 24 horas con
rapamicina a diferentes concentraciones. Control N=11; siRICTOR Rapamicina 0.05 yM N=12;
siRICTOR Rapamicina 5 yM N=13.

En el analisis de la densidad de corriente a +10 mV (Figura 71), se observo
un aumento del 100%, significativo respecto al grupo control, en los grupos de
SiRICTOR incubados con Rapamicina tanto a concentracion de 0.05 como de 5
MM. Es interesante sefialar que ese aumento de la corriente es ademas muy
similar al producido por la concentracion mas alta de rapamicina en células no

silenciadas, que es del 112% (Figura 49).
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Figura 71. Efecto del silenciamiento de Raptor combinado con la Rapamicina en la
densidad de corriente hERG a +10 mV. Densidad de corriente hERG a +10 mV en células
controly en celulas a las 48h de silenciamiento de Raptor incubadas durante 24h con Rapamcina
a distintas concentraciones.*p<0.05, **p<0.01. Control N=11; SiRICTOR Rapamicina 0.05 yM
N=12; SiRICTOR Rapamicina 5 yM 5 uM N=13.

En conjunto, estos resultados apuntan a que el responsable de los efectos

en el funcionamiento del canal hERG observados es mTORC1.

6. Lainhibicion de mTOR también aumentd la corriente

|Kur

Finalmente, nos preguntamos si mMTOR podria estar regulando otros
canales de potasio cardiacos ademas de hERG. Nos centramos en la principal
corriente repolarizante en auricula, la corriente ultrarrapida de potasio o IKur, que
es conducida por el canal Kv1.5. El estudio de esta corriente se realiz6 utilizando
la linea celular HL-1 ya que se trata de células auriculares de ratén. En esta
ltima serie de experimentos, las células HL-1 se incubaron con Rapamicina 0,5

y 5 uM durante 24h y se registré la Ikur. LOS registros de Ikur mostraron que,
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respecto al grupo control, la incubacion con Rapamicina aumento la amplitud de

corriente ultrarrapida de manera dependiente de concentracion (Figura 72).
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Figura 72. Efecto de la Rapamicina en la corriente lkur. Registros representativos de células
HL-1 control e incubadas durante 24h con diferentes concentraciones de Rapamicina. El

esquema de la parte superior describe el protocolo de registro.

Ademas, los resultados de densidad de Ikur mostraron que, respecto al
grupo control, la incubacion con Rapamicina aumenté la densidad de corriente

ultrarrapida de manera dependiente de concentracion (Figura 73).

117



—e—Rapamicina 5 uM 43
38
Rapamicina 0.5 pM 33

—e—Control

Densidad de corriente I, (pA/pF)

-2
-40 -30 -20 -10 10 20 30

Voltaje (mV)

&
o

Figura 73. Efecto de la Rapamicina en la densidad de corriente lkur. Densidad de corriente
IKur a diferentes voltajes en células control e incubadas con Rapamicina a diferentes
concentraciones. Control N=7; Rapamicina 0.05 uM; Rapamicina 5 uM N=10.

En la Ikur, la densidad de corriente maxima se alcanza a +20 mV (Figura
74). Se observo un aumento significativo de la densidad de corriente respecto a
control en células incubadas durante 24h con la concentracion més alta de
Rapamicina (5 pM).
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Figura 74. Efecto de la Rapamicina en la densidad de corriente Ikur a +20 mV. Densidad de
corriente IKur a +20 mV en celulas control e incubadas con distintas concentraciones de
Rapamicina. *p<0.05. Control: N=7; Rap0,5 y Rap5: N=10.
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Por lo tanto, mMTOR no regula exclusivamente al canal hERG. La inhibicion
de mTOR mediante Rapamicina también aumenta la corriente ultrarrapida de

potasio.
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1. La inhibicibn prolongada de mTOR aumenta la
corriente hERG

El principal resultado de esta Tesis Doctoral es que la inhibcion de mTOR
durante 24h con Rapamicina aumentoé significativamente la IhERG ya que las
células HEK-hERG tratadas con rapamicina tienen mas corriente que las células

control.

El siguiente paso fue esclarecer cual podria ser el mecanismo por el cual
la inhibicion de mTOR produce ese aumento en la corriente. Para ello, se
midieron otros parametro biofisicos del canal: el voltaje medio de activacion
(Vhar), la constante de tiempo de deactivacion (Tdeact) Yy €l voltaje de inversion
(Vinv) con el proposito de ver si estas también estaban alteradas y si podian
explicar el efecto observado. Una disminucion del Vhar, en otras palabras, un
desplazamiento del mismo hacia valores mas negativos podria explicar un
aumento de la corriente, ya que de esta manera habria mas canales abiertos a
voltajes mas negativos. Este efecto es comun en los facilitadores de hERG
(Hosaka et al, 2007) o algunos activadores de tipo 2 como la Mallotoxina y
KB130015 substancias que provocan un desplazamiento a la izquierda de la
curva de activacion (Gessner et al, 2010; Zeng et al, 2006). Sin embargo, al no
haber encontrado diferencias significativas no puede ser ese el mecanismo de

accion de la rapamicina.

Otro mecanismo para producir un aumento de la corrente tiene que ver
con la Tdeact. En este caso, una deactivacion mas lenta, es decir, una vuelta al
estado de reposo mas lenta, puede aumentar el tiempo durante el cual el canal
permanece abierto y por tanto explicar el aumento de la corriente, caracteristica
propia de los activadores de tipo 1 (Perry et al, 2007; Kang et al, 2005). De nuevo,
al igual que con el Vnar, las células tratadas con Rapamicina no mostraron
diferencias significativas en la Tdeact, por lo que no es este tampoco el mecanismo

gue explica el aumento de la corriente.

Hay otras moléculas que pueden aumentar la actividad del canal hERG
mediante la union directa con el canal como es el caso del Ethinylestradiol (EE2)
(Tamura et al, 2020) aunque otros estrogenos han demostrado actuar como
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bloqueantes (Salem 2018). Para confirmar que la Rapamicina no tiene los
efectos de un activador convencional, es decir, que no hace su efecto mediante
su union con el canal, el siguiente paso fue testar si el efecto producido era
independiente y especifico de la propia Rapamicina sobre el canal. Se realizaron
experimentos agudos en los que la Rapamicina se afade al momento de
registrar. En este caso, se uso6 un protocolo en el que se aplicaba el mismo voltaje
de manera constante a lo largo del tiempo. Sila Rapamicina estuviera uniéndose
al canal y actuando como bloqueante se esperaria que la caida de la corriente
fuera mayor debido a que un blogueo no permitiria el paso de corriente. Si por el
contrario la Rapamicina actuase como activador se observaria una caida mas
lenta. Durante los 35 minutos el “run down” de las células perfundidas con
Rapamicina 5 uM fue similar al de las células del grupo control perfundidas con
DMSO (Figura 53). La Rapamicina no mostré ningun efecto de esta manera, por
lo que no puede ser un efecto directo de la Rapamicina. En definitiva, parece que
la Rapamicina no se comporta como otros activadores conocidos de la corriente
hERG.

Seguidamente, quisimos descartar que la Rapamicina activase otras rutas
de sefializacién a corto plazo que provoguen modificaciones postraduccionales
del canal como su fosforilacion, palmitoilacion, etc... que pudieran ser
responsables del efecto observado en la corriente. Para ello, se incubaron las
células con la concentracién mas alta de Rapamicina durante 35 minutos previos
al registro, tiempo suficiente para activar dichas vias. Tras otros 35 minutos de
registro en presencia de Rapamicina, los resultados no mostraron diferencias
significativas respecto a control, lo cual demostré que el aumento de la densidad

de corriente observado no sucedia mediante vias de senalizacion “rapidas”.

Finalmente, quisimos confirmar que el efecto de la rapamicina se producia
por la inhibicion de mTOR, y no por un efecto directo, inespecifico o descnocido
de la rapamicina. Para ello, utilizamos un inhibidor diferente de mTOR, la Torina-
1. La incubacion durante 24h con Torina-1 provocé el mismo efecto sobre la
corriente hERG que la Rapamicina, lo que demuestra que el efecto se debe a la
inhibicion de mTOR.

123



A pesar de que nuestros resultados confirman un aumento de la corriente
hERG en presencia de la Rapamicina, también puede hacer el efecto contrario
en diferentes circunstancias. Un ejempleo de ello lo econtramos en modelos
animales de poliposis adenomatosa, un tipo de cancer colorectal producido por
mutaciones en el adenomatous polyposis coli (APC) donde la via de mTOR se
encuentra sobreactivada. El uso de Rapamicina en este modelo animal demostro
una reduccion a nivel funcional y a nivel de mRNA en el canal epiltelial de sodio
(ENaC) y en los canales de potasio BK, Elk1 y Ergl canales que se encontraban
sobreactivados, al igual que mTOR (Koehl et al, 2010). También en el canal
ENac del tubo colector, otros grupos han encontrado que la delecion de mTOR
en modelos animales reduce tanto la actividad como la expresion de dichos
canales afectando asi a la homeostasis del sodio en el tubo colector y a la presion
arterial (Chen et al, 2022).

2. La inhibicion prolongada de mTOR aumenta la

traduccion y el trafico a membrana del canal hERG

Una vez descartado que la Rapamicina actua uniendose al canal hERG,
se realizaron diferentes experimentos relacionados con la expresion del canal,
ya que el aumento de la densidad de corriente podia estar siendo causado por

un aumento de la cantidad de canal.

El primer paso consistié en realizar western blot para comparar la cantidad
de canal de celulas control y células tratadas con rapamicina. Como
esperabamos, las células tratadas con Rapamicina durante 24 horas mostraron
mayor cantidad de canal que las células control. Al mismo tiempo, testamos si la
Rapamicina modifica el trafico de canal hERG a la membrana comparando la
cantidad del canal hERG glicosilado, que corresponde a la forma madura del
canal que se expresa principalmente en la mebrana respecto a la cantidad total
del canal (Smith et al., 2016). Asi, observamos que la concentracién mas alta de
Rapamicina aumenta de la cantidad de canal glicosilado, y por lo tanto en
membrana, de manera significativa. Una diferencia que se pudo observar frente
al Patch-Clamp, es que en el blot inicamente la concentracion mas alta mostro

diferencias significativas mientras que a nivel de registro las diferencias pueden
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observarse a concentraciones mas bajas. El motivo de esta diferencia pudo ser
simplemente que el Patch-Clamp es una ténica mas sensible que el Western
Blot. Efectos parecidos a los de la rapamicina en el aumento de corriente
mediante aumento del traficking se han obsrvado con ligandos del receptor
Sigma-1 del reticulo endoplasmico. Esos ligandos fueron capaces de aumentar
la corriente mediante el aumento del traficking a membrana de subunidades del
canal hERG (Crottés et al, 2021).

Visto que las células tratadas con Rapamicina mostraron una mayor
cantidad de canal el siguiente paso fue buscar un mecanismo. Se tuvieron en
cuenta varias opciones: que el aumento de la cantidad de canal fuera
consecuencia de un aumento de la expresion del mRNA que codifica el canal
hERG, que la Rapamicina actuase sobre la sintesis o degradacion del canal o

ambas.

Para comprobar si el efecto de la inhibicion de mTOR tenia lugar a nivel
de la transcripcidn del gen se realiz6 una PCR a tiempo real (RT-PCR). Mediante
esta técnica es posible cuantificar la cantidad de mRNA. Los resultados
mostraron que niguna de las concentraciones de Rapamicina fue capaz de
aumentar la cantidad de mRNA, por lo tanto, el aumento de canal hERG no era

causado por un aumento de la transcripcion genética.

Otra posibilidad era que la cantidad del canal hERG estuviera aumentada
tras la inhibicibn de mTOR porque se produjera una reduccién de su
degradacion. Para testar esta hipoétesis, aplicamos rapamicina a un grupo de
celulas en las que se habia inhibido el proteasoma, y el efecto observado fue
también un aumento de la cantidad de canal. Por lo tanto el correcto
funcionamiento del proteasoma no es necesario para que la inhibicion de mTOR
incremente la expresion de hERG. Finalmente, en otro grupo de experimentos
exploramos el efecto de la Rapamicina en células en las que se habia inhibido la
seintesis de proteina y observamos que la inhibicion de mTOR no era capaz de
aumentar la cantidad de canal hERG en células a las que se habia inhibido su
capacidad de traducir el mMRNA. Este experimento demostrd que la inhibicion de
MmTOR aumenta la cantidad de canal hERG porgue aumenta la traduccion de la

proteina
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Una de las funciones descritas del complejo mTORC1, es precisamente
la regulacion de la traduccion, aumentandola cuando este esta activo. Una razén
por la que su inhibicion aumenta la traduccion del canal hERG reside
precisamente en su funcion, ya que aumenta la traduccion de proteinas pero
principalmente de aquellas proteinas relacionadas con el metabolismo de la
glucosa y los lipidos (Sonenberg et al, 2009). En otras palabras, es posible que
MTORC1 en condiciones normales aumente la traduccion de proteinas
metabolicas dandole prioridad frente a proteinas estructurales y otras proteinas
no metabolicas, como es el caso de hERG, y que si mMTORCL1 esté inhibido las
proteinas no metabolicas tengan mayor peso a la hora de la traduccion. Asi,
puede que la inhibicion de mMTOR promueva precisamente la traduccion de esas

proteinas.

Otros ensayos con Rapamicina han demostrado un aumento de canales
ionicos de potasio, como es el caso del canal Kvl.1 en modelos animales de
epilepsia del I6bulo temporal donde la inhibicion de mTOR aumenté la expresion
del canal Kv1.1 (Sonsaya et al, 2015).

3. El responsable del aumento de hERG es el complejo
MTORC1

En los experimentos mencionados hasta el momento, se han utilizado
rapamicina y torina. La rapamicina es un inhibidor del complejo mTORCL1. Pero,
debemos tener en cuenta que las exposiciones prolongadas a Rapamicna son
capaces de inhibir tanto a mMTORC1 como a mTORC2 (Sarbassov et al, 2006).
Por otro lado, la Torina-1 es un inhibidor de mTOR por lo que inhibe la funcién
de ambos complejos. El siguiente paso fue confirmar cual de los dos complejos,
si no los dos, era el causante del efecto observado. Con este objetivo se
realizaron silenciamientos de las proteinas Raptor y Rictor, principales
componentes de los complejos mMTORC1 y mTORC2 respectivamente
(Sarbassov et al, 2005). De este modo podiamos ver con mayor detalle el efecto

de la inhibicion de cada uno de ellos por separado.
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Los experimentos de los silenciamientos no mostraron ningun efecto en la
corriente hERG. En ambos silenciamientos se observé que las corrientes
registradas no mostraban diferencias significativas respecto a control. Esto
posiblemente se deba a que el complejo mTOR esta constitutivamente activo,
por lo cual, un silenciamiento del 40% de Raptor y Rictor no son suficientes para
producir un efecto en la expresion del canal. Sin embargo, afiadir Rapamicina a
los experimentos mostro resultados interesantes a la hora de elegir a uno de los

dos complejos como responsable del aumento de la densidad de corriente.

En estos experimentos, se usaron dos concentraciones de Rapamicina,
0.05 uM y 5 uM, la mas baja y la mas alta de las usadas en los primeros
experimentos para comprobar si el hecho de que los complejos estuvieran
parcialmente inhibidos, facilitaba el trabajo de la Rapamicina, y en caso de ser
asi, ver con cudl de los silenciamientos la Rapamicina hacia un mayor efecto.
Los resultados mostraron que solo el silenciamiento de Raptor conseguia el
mismo aumento con las dos concentraciones. Este resultado muestra que el
silenciamiento parcial de Raptor junto con la concentracion baja de Rapamicina
conseguia reproducir de manera practicamente igual el aumento de densidad de
corriente que producia la concentracion mas alta de Rapamicina. Que los efectos
del silenciamiento de raptor y los de la rapamicina sean aditivos implica que
ambos actuan a través de la misma via de sefializacion. Es decir, la Rapamicina
actua sobre la expresiéon de hERG inhibiendo mTORCL1. Para confirmar este
resultado, utilizamos un inhibidor especifico de mTORC2, con el que no vimos

ningun efecto sobre la expresion del canal.

En resumen, con el complejo mMTORC2 parcialmente inhibido es necesaria
la misma cantidad de Rapamicina para obtener el mismo efecto que en
condiciones control, y la inhibicion especifica de mMTORC2 no produce ningun
efecto sobre la expresion del canal. Por el contrario, cuando el complejo
MTORCL1 esta inhibido en un 40%, una concentracién de Rapamicina 100 veces
menor hace el mismo efecto sobre la expresién del canal que la concentracion
maxima en condiciones control. Es decir, el aumento de la expresion del canal
hERG esta mediado a través de mTOR-C1 (Figura 75). Sin embargo, también

hay trabajos en los que mTORC2 regula la funcion de canales iénicos. Como es
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el caso de la regulacion de los canales de sodio epiteliales. mMTORC2 regula

estos canales mediante la fosoforilacion de la enzima SGK-1 (Lu et al, 2011).
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Figura 75. mTORC1 regula la expresion del canal hERG. Regulacion de la sintesis del canal

mTOR

Lisosoma

hERG mediante la inhibicion de mTORCL1. Arriba se muestran condiciones control en las que
MTORC1 esté activo. En esas condiciones mTORC1 esta regulando la sintesis de proteinas
relacionadas con el metabolismo. Abajo, la unién de la Rapamicina con la proteina FKBP-12
inhibe el complejo mMTORC1 uniéndose a él. De esa manera se deja de dar prioridad a la sintesis
de proteinas metabdlicas y la sintesis de proteinas como el canal hERG aumenta, junto con un

aumento del trafico a membrana.
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4. Laregulacion por parte de mTOR no es especifica del
canal hERG

A raiz de los resultados obtenidos la siguiente pregunta que surgi6 fue si
este efecto de la inhibicion de mTOR era exclusivo sobre la corriente hERG,
principal corriente repolarizante ventricular en humanos, o si por el contrari6

también podia ser observado en otras corrientes.

Uno de los primeros candidatos fua la corriente de potasio ultrarrapida de
salida (lkur), la principal corriente repolarizante auricular. Al igual que en la
corriente hERG, las células tratadas con Rapamicina durante 24h mostraron un
aumento de corriente respecto a control, siendo significativo con la concentracion
mas alta. Estos resultados confirman que la inhibicion de mTORC produce un
aumento de la densidad de corriente Ikur, efecto que pordia darse en otras
corriente cardiacas. A pesar de ser preliminares, estos resultados muestran que
la inhibicibn de mTOR es una estrategia interesante para la regulacion de
expresion de canales idnicos y de corrientes ionicas y podria abrir la puerta al
tratamiento de enfermedades en las que las corrientes estan reducidas, como es
el caso del sindrome de QT largo (LQTS) tipo 2 en la que la corriente hERG esta
reducida (Smith et al, 2016).

Como se ha dicho anteriormente, la inhibicion de mTOR mediante
Rapamicina es capaz de aumentar la expresion del Kv1.1 en epilepsia (Sonsaya
et al, 2015). Ademas en canales lisosomales, necesarios para la funcon de la
autofagia se ha observado que la inhibicion de mTOR aumenta la activacion de
dichos canales (Li et al, 2019; Cang et al, 2013) Por otro lado, también en
epilepsia, inhibir a mTOR puede mejorar el estado de los pacientes reduciendo
tanto la actividad como la expresion de algunos de los canales relacionados con
la enfermedad (Hodges 2020; Pernice et al, 2016; Wong, 2012) La relacion de
MTOR con los canales ionicos se ha podido ver incluso en canales activados
mecanicamente. Un ejemplo de ello es la sobreactivacion del canal piezol por

MTOR en cancer de protasta (Han et al, 2019).
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CONCLUSIONES
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1. La inhibicién del complejo mTOR aumenta la densidad de corriente hERG.

2. El aumento de la densidad de corriente hERG tras la inhibicion de mTOR no
se produce por un cambio en las propiedades biofisicas del canal ni por la unién
directa del inhibidor al canal hERG.

3. El aumento de la densidad de corriente no se debe a un efecto a corto plazo
de la Rapamicina, es decir, no se debe a la activacion de otros mensajeros

secundarios celulares.

4. La inhibicién de mTOR produce un aumento de la expresion del canal hERG

y de su tréfico a la membrana.

5. El aumento de la expresion del canal no se produce mediante un aumento en
la transcripcion del canal, sino que es un aumento en la traduccion de proteinas

la que produce el aumento.

6. El responsable de los efectos sobre el canal, y por tanto sobre la corriente

hERG, se producen via el complejo mTORCL.

7. El aumento de la densidad de corriente no es especifico del canal hERG, sino
que también se produce el mismo efecto sobre la Ikur, la principal corriente

responsable de la repolarizacién auricular.
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