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Estimados comparfieros: antes del merecido descanso navidenio queremos presentaros un nuevo ejemplar
de nuestra revista, Fisiologia. En este nuevo nimero podemos disfrutar de dos interesantes revisiones. La
primera de ellas, a cargo del grupo de investigacion de nuestro compafiero Antonio Felipe, del Molecular
Physiology Laboratory, Departamento de Bioquimica y Biomedicina Molecular, Instituto de Biomedicina
de la Universidad de Barcelona, integrado por Silvia Cassinelli, Maria Navarro-Pérez, Magali Colomer-Molera,
Carla Vifiola-Renart y Anna Benavente-Garcia, analiza el papel funcional del canal Kv1.3. Kv1.3 es un canal voltaje-
dependiente que desempena funciones esenciales en el potencial de accién cardiaco y la transmisién sinaptica.
Ademas, dicho canal tiene un importante papel funcional en células no excitables, tales como la proliferacion,
activacion celular o el desarrollo de eventos apoptdticos. La revision se centra en el canalosoma que conforma la
unidad estructural y funcional del canal Kv1.3. Este complejo proteico incluye una variedad de proteinas
reguladoras y canales que modulan la localizacién subcelular y la funcion del canal. La segunda revision, redactada
por Candido Ortiz, del Departamento de Fisiologia de la Universidad de Extremadura, nos resume interesantes
hallazgos acerca del papel de los exosomas en el desarrollo del cancer. Estas vesiculas, de un didmetro que oscila
entre los 30 y 150 nm, sintetizados por el sistema endosomal y secretados al espacio extracelular, podrian
desempenar un papel relevante en el desarrollo tumoral, confiriendo resistencia a los quimioterapicos y
promoviendo la angiogénesis tumoral, entre otros aspectos. Esperamos que disfrutéis de la lectura de estos dos
articulos.
Un afio mas, deseamos que disfrutéis de estas fechas navidefas con nuestros mejores deseos para el 2024.

Juan A Rosado
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La revista Fisiologia esta buscando manuscritos relacionados con cualquiera de los aspectos bésicos de la Fisiologia celular, de tejidos, 6rganos
y sistemas, incluyendo Fisiologia humana, animal y comparada, asi como aquellos dedicados al estudio de los desequilibrios de los procesos
fisiologicos que dan como resultado alteraciones de la salud.

Los autores deben enviar sus manuscritos al editor, Dr. Juan Antonio Rosado, via correo electrénico a jarosado@unex.es, incluyendo el texto del
manuscrito y las figuras siguiendo el formato que se especifica en las instrucciones a los autores. Los manuscritos, que podran estar redactados en
espariol o inglés, seran revisados por el Comité Editorial, quienes podran solicitar la opinién de expertos. Una vez aceptados, los manuscritos se
publicaran en el primer volumen disponible.

La revista Fisiologia acepta manuscritos en los siguientes formatos: articulos originales, articulos de revisién, cartas, asi como resefias y
comentarios sobre libros que versen sobre cualquiera de los aspectos relacionados con la Fisiologia.
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©CARTA DEL PRESIDENT

ueridos socios, amigos y compafieros de la Soci spafiola de Ciencias Fisioldgicas,
Una vez mas, es un placer y un honor para mi dirigirme a todos vosotros en la presentacion de un
nuevo numero de la revista de la Sociedad. -
Con este nuevo ntimero de Fisiologia acabamos un afio de gran actividad dentro de la Sociedad,
centrada en la organizacién del congreso conjunto con la FEPS que tendra lugar en Granada en
septiembre del proximo afio. Quiero aprovechar esta oportunidad para agradecer al Consejo de Gobierno de la
FEPS la confianza depositada en nuestra Sociedad y en particular a la expresidente, Susan Wray, y al actual
presidente, Fabio Benfenati, por el apoyo recibido. Igualmente, mi agradecimiento a todas las personas implicadas
en la organizacion del congreso a nivel local, nacional e internacional, por aceptar colaborar en este proyecto y su
implicacién en el mismo, con especial mencién de Jesis Huertas y Carmen Piernas que desde Granada estan
trabajando para que el congreso sea un éxito a todos los niveles. Llegados a este punto, debo repetir el llamamiento,
que ya he hecho en otras ocasiones, para animaros a todos a asistir al congreso y participar activamente en el mismo
con vuestros trabajos. Animo especialmente a los fisidlogos mas jovenes, para que aprovechen las oportunidades
que ofrece un congreso internacional como este, en el que estara representada toda la comunidad cientifica europea
de nuestra area. Sino lo habéis hecho ya, os animo a visitar la pagina web del congreso y a estar atentos a las noticias
y avances en la preparacion del mismo (https://www.feps2024.org/). En breve se abrira el plazo de presentacion de
resumenes. Espero veros a todos en septiembre en Granada.

Ademas de su cardcter internacional, el congreso de Granada es también el XLI congreso nacional de la SECF y,
como ya sabéis, es importante para la Sociedad porque es el encuentro en el cual la SECF reconoce la labor y
compromiso de fisiologos destacados y también el momento de renovar sus érganos de gobierno. Con estas
finalidades, se ha reservado un tiempo extra en el programa del congreso que sera entera y exclusivamente para la
SECF.

Como ya indicaba arriba, quisiera recordaros que este afio debe renovarse la junta directiva de la Sociedad, algo
que se hara efectivo en el congreso de Granada. Para ello se convocaran elecciones antes del verano del 2024. Os
animo a participar tanto en las votaciones como con vuestras candidaturas. Recordad que la SECF es resultado del
trabajo de todos los socios y su mantenimiento depende de la implicacion de todos. Estad atentos a nuestros correos
con toda la informacioén al respecto.

En el congreso de Granada reconoceremos también la labor de fisiélogos destacados a través de los premios Juan
Negrin y Antonio Gallego. En la pagina web de la Sociedad podéis encontrar las bases de ambos premios. Os animo
a que propongais candidatos para los mismos, no dudéis en enviar vuestras sugerencias al coreo de la sociedad
(secf@secf.es) o0 a través de cualquiera de los miembros de la Junta Directiva.

No quiero dejar de agradecer al Comité Editorial de nuestra revista y, muy en particular al editor, el Dr. J. A.
Rosado, el esfuerzo que realizan pasa sacar adelante cada ntimero, siempre con unas aportaciones de muy alta
calidad. Gracias igualmente a todos los autores que contribuyen en este nimero. Aprovecho para animaros a todos,
socios y amigos, a enviar vuestras contribuciones y asi difundir vuestra actividad en el seno de la Sociedad. Sélo con
el esfuerzo de todos mantendremos viva la revista, modesta pero de gran importancia para la SECF.

Finalmente, y atendiendo a las fechas en las que estamos, quisiera, en mi nombre y en el de toda la Junta
Directiva, desearos lo mejor para las Fiestas y un afio 2024 lleno de éxitos en lo profesional y en lo personal.

Muchas gracias a todos por formar parte de la SECF y contribuir al desarrollo de la Fisiologia.

iNos vemos en Granada en septiembre del 2024!

Un fuerte abrazo,

Vicente Martinez
Presidente Ejecutivo, SECF




INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

A. Remision de originales |t =

La remision de originales se hara exclusivamente por correo electronico a la direccion del editor o de cualquiera de los
miembros del comité editorial. Se puede utilizar cualquier procesador de texto, programa y formato grafico, aunque es preferible
remitir el manuscrito en formatos usuales. En todo caso deben indicarse en la carta de remision los formatos empleados para
texto, tablas, graficos y fotografias. La utilizacion de formatos poco usuales retrasara la publicaciéon. En caso de emplear algtin
sistema de compresion para fotografias o graficos, debe comprobarse que la descompresiéon no deteriora la calidad de las
imagenes. La carta de remision debe incluirse en el cuerpo del mensaje electrénico y el original y las figuras en forma de archivos
anexos. El texto del articulo debe adjuntarse como un tnico archivo, incluyendo la pagina con el titulo, el texto principal,
bibliografia, etc. Cada tabla o figura debe remitirse en un anexo independiente, nombrando cada anexo con el nombre del primer
autor y el nimero de tabla o figura que contenga (ejemplo: Cunqueiro-Fig.1).

Direcciones comité editorial:

Juan Antonio Rosado (jarosado@unex.es), Diego Alvarez (Universidad de La Laguna, dalrosa@ull.es), Teresa Girdldez
(Universidad de La Laguna, tgiraldez@mac.com), Celestino Gonzalez (Universidad de Oviedo, tinog@uniovi.es), Ana Ilundain
(Universidad de Sevilla, ilundain@us.es), Juan Martinez-Pinna (Universidad de Alicante, juan.martinez-pinna@ua.es) y Carlos
Villalobos (CSIC, carlosv@ibgm.uva.es).
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area de especializacion. El procedimiento mas simple es tomar como ejemplo cualquier articulo publicado previamente
en Fisiologia. En caso de no disponer de ningtn ejemplar, puede solicitarse a cualquiera de los miembros del comité
editorial o a la Secretaria (nadal@umh.es) para ser incluido en la lista de distribucion. Alternativamente, pueden
consultarse los articulos de los nimeros anteriores en http://www.seccff.org
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THE VOLTAGE-DEPENDENT POTASSIUM CHANNEL
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Voltage-dependent potassium (Kv) channels control the cardiac action potential and participate in synaptic
transmission. Furthermore, Kv play important roles in non-electrically active cells, including proliferation,
activation, and volume control, among others. The Kv1.3 channel participates in cell activation, proliferation,
and apoptosis. Apparently, some of these functions are contradictory. However, both the composition of the
complex and the cellular localization of the channelosome are involved in this particular characteristic. This
channel can associate with isoforms of the same family, such as Kv1.5, as well as regulatory proteins - Kv[3
and KCNE4 - to fine-tune its localization and activity. By this way the channel can exert various functional
roles with a differential effect on cellular physiology. This review aims to compile the most common
associations that contribute to shaping the architecture of this channel, as well as describing the different
subcellular destinations - plasma membrane and mitochondria - that explain the diverse functional
properties of this channel with effects on cellular physiology.

Introduction

Ion channels conduct the ion flow across biological
membranes (Hille, 2022). Voltage-gated potassium
channels (Kv) respond to depolarizing events at the
plasma membrane and represent one of the largest
superfamilies of channels (Gutman et al, 2005).
Consequently, Kv channels are involved in the
modulation of electrical phenomena, like smooth
muscle contraction or dendritic calcium spike
initiation and repolarization (Nelson et al., 1990;
Golding et al, 1999). In addition, Kv channels
participate in apoptosis, cell activation, proliferation
and differentiation (Serrano-Albarras et al., 2018).

Within the Shaker-related family (Kv1), Kv1.3
remarkably stands out as one of the first ion channels
discovered outside excitable cells (Serrano-Albarras et
al., 2018). Composed of 575 amino acids, Kv1.3 is a
delayed rectifier channel displaying a slow C-type
inactivation (Serrano-Albarras et al., 2018). The protein
is encoded by the intronless KCNA3 gene, nested
within the chromosomal locus 1p13.3 in humans. To
form a functional channel, Kv1.3 must assemble in
tetramers. Every subunit comprises 6 transmembrane
domains (51-6) and a loop between S5 and S6
containing the selectivity filter for potassium (Hille,
2022). The voltage-sensing domain spans S1-4, with a
highly positive charged S4 domain and the threshold
for activation is around — 35 mV (Gutman et al., 2005).

Kv1.3 exhibits a broad expression profile,
including brain, lung, and pancreas (Serrano-Novillo
et al, 2019). Nevertheless, its major role is in
leukocytes, such as microglia, macrophages, dendritic
cells, and T and B lymphocytes (Serrano-Albarras et

al., 2019). In microglia, Kv1.3 links with the M1-like
pro-inflammatory state of the cells (Rangaraju et al.,
2018). In dendritic cells, Kv1.3 upregulation occurs
concomitantly with cell maturation and activation
(Zsiros et al., 2009). In T cells, Kvl.3 emerges as a
central participant in signaling complexes at the
plasma membrane but also at the inner mitochondrial
membrane (Cahalan and Chandy, 2009). Kv1.3
significance arises during antigen recognition by T cell
receptors (TCRs), initiating signaling pathways
triggering an increase in intracellular calcium
concentration both through ER storage depletion and
exogenous Ca* influx. Thus, Kv1.3, via a K" outflux,
facilitates the entrance of Ca?. In this scenario, a
sustained increased Ca** facilitates the full activation of
the T cell (Wulff et al., 2003; Cahalan and Chandy,
2009).

The physiological role of Kv1.3 in leukocytes
positions the channel at the onset of multiple immune
disorders. Overreactive T effector memory cells
overexpress Kv1.3 in autoimmune conditions like
multiple sclerosis and psoriasis (Serrano-Albarras et
al., 2018). A similar etiology is shared for many chronic
inflammatory diseases, including chronic obstructive
pulmonary disease, inflammatory bowel disease, and
chronic kidney disease (Serrano-Albarras et al., 2018).
Moreover,  Kv1.3  dysfunction  extends to
neurodegenerative diseases like Parkinson's and
Alzheimer’s, often characterized by microglial cells
with upregulated Kvl.3 that trigger
neuroinflammation or neurotoxicity (Rangaraju et al.,
2018; Sarkar et al., 2020). These findings underscore the
potential of precision pharmacology therapies
targeting Kv1.3 to approach an immense array of



disorders. Small specific compounds for Kv1.3
inhibition, like PAP-1, are already being tested in
preclinical trials with promising results (Serrano-
Albarras et al., 2018). Overall, Kv1.3 regulation, and
especially dysregulation in different systems, remains
a vibrant field of research.

In addition to the pharmacological targeting of
the channel, Kv1.3 function is also modulated by
oligomerization with ancillary proteins, such as other
Kv and regulatory subunits. In this scenario, this
review will focus on these modulatory interactions
rather in the pharmacological control of the channel.

Heterotetramerization of Kv1.3 with Kv1.5

The Kv1.5 channel, encoded by the KCNAS gene, is a
potassium channel that plays a key role in the
regulation of electrical excitability, especially in
cardiac tissue. Kv1.5 is involved in the repolarisation of
myocardial cells being crucial for maintaining normal
heart rthythm (Barry et al., 1995). Mutations in the
KCNA5 gene have been identified in patients with
Brugada syndrome and atrial fibrillation, disorders
that are associated with cardiac arrhythmias
(Antzelevitch et al., 2007).

Kv1.5 has also potential effects in immune cells
regulating calcium signalling and immune cell
activation. Thus, proper functioning of Kvl.5
contribute to a well-balanced immune response. Kv1.5
is involved in potential negative implications of certain
immune-related conditions. Abnormal regulation of
these channels could be associated with immune
disorders or pathological immune responses (Felipe et
al, 2010). In particular, Kv1.3 and Kvl.5 are key
players in multiple physiological and pathological
contexts because their ability to form heterotetramers.
Architecture of these oligomeric channels add a new
dimension to their functionality.

The physical association of Kv1.3 and Kv1.5 in
macrophages has been demonstrated (Vicente et al.,
2006). Results suggested that heterotetramerization of
these channels contributes significantly to the
formation of the main voltage-dependent potassium
channel in antigen-presenting-cells (APC), which is a
channel complex that contributes to the regulation of
membrane potential and electrical activity in these
immune cells. For this reason, the proper functioning
of these Kv is essential for various cellular processes
within macrophages, potentially impacting their
immune response. As a result, the heteromeric Kv1.3/
Kv1.5 channels in macrophages compromised these
immune cells’ pharmacological responses, specifically,
the cellular responses to certain drugs or compounds,
potentially  influencing the  effectiveness  of
pharmacological interventions (Villalonga et al., 2007;
Villalonga et al, 2010). A further analysis
demonstrated that the physical association between
Kv1l.5 and Kvl.3 affects the trafficking of Kvl.3,

reducing its presence at the plasma membrane. Kv1.5
modify the subcellular distribution of Kv1.3, retaining
the complex at the endoplasmic reticulum (ER). These
results suggest an important role for Kv1.5 in the
regulation of Kvl1.3 subcellular localization and
function (Vicente et al., 2008; Felipe et al., 2010).

Interaction with regulatory subunits

Kv1.3 associates also with regulatory subunits such as
Kv{3 and KCNE subunits. Kv{3 subunits are part of the
KCNAB family and play a critical role in modulating
the function of Kvl channels (Pongs and Schwarz,
2010). KCNE peptides regulate many Kv channels and,
specifically, KCNE4 functions as a dominant negative
subunit of Kv1.3 in leukocytes (McCrossan and Abbott,
2004).

Kvp family

Kv{3 subunits, also known as Kv{3 regulatory subunits,
play a significant role in regulating Kv channels,
including Kv1.3, within the immune system. These
subunits are vital for fine-tuning the electrical
properties of immune cells, such as T lymphocytes,
and have a notable impact on immune cell function
(Pongs and Schwarz, 2010).

The first Kvf3 subunit was isolated from a bovine
cDNA library, and further biochemical analyses
revealed that Kva and Kvp subunits form
heteromultimeric =~ complexes, with a  4a4p
stoichiometry (Scott et al., 1994). The mammalian Kvf3-
subunit family consist of three gene sequences: Kvf31,
KvB2, and Kv(3 (Pongs and Schwarz, 2010). Kvf3
family members share approximately 70% sequence
similarity. While their N-terminus domains vary
among different isoforms, the C-terminus remains
highly conserved, containing a core sequence of
approximately 330 amino acids, associating them with
the aldoketoreductase superfamily (Pongs and
Schwarz, 2010). These auxiliary subunits play a critical
role modulating Kv channel gating, sorting and
trafficking of Kv channels. The Kvp1 gene presents
three alternative splicing variants (Kv{31.1/1.2/1.3)
differing by approximately 80 amino acids at the N-
terminus domain (Pongs and Schwarz 2010). These
variants exhibit heterogeneous expression patterns in
the adult rat brain but are also present in vascular
smooth muscle (Rhodes et al., 1996; Nystoriak et al.,
2017) and immune system cells, including T- and B-
lymphocytes and macrophages (Autieri et al.,, 1997;
Vicente et al., 2005). Co-assembly of all three isoforms
with the Kv1.3 channel generates functionally distinct
Kv channels (Autieri et al., 1997; Vicente et al., 2005).
Kv( subunits primarily affect the trafficking and
surface expression of Kv1.3. They interact with Kv1.3
channel proteins and influence their subcellular
localization, ensuring that the channels are correctly
inserted into the cell membrane. Additionally, Kvf3
subunits can modulate the gating properties of Kv1.3,



affecting their activation and inactivation kinetics
(McCormack et al., 1999).

Kvpl targets the plasma membrane by
association with actin filaments; however, it impairs
the lipid rafts targeting of Kvp2 (Roig et al., 2022b).
Unlike Kv{31, Kvp2 lacks the N-type inactivation
domain and does not significantly affect Kv1 current
inactivation. In leukocytes, Kv[(32 targets to lipid-raft
microdomains, and specifically to the immunological
synapse, thanks to a c-terminal S-palmitoylation (Roig
et al.,, 2022a). This modulation allows the immune
system to precisely control the activation and
proliferation of T cells in response to antigenic stimuli.

Understanding the intricate relationship
between Kv1.3 channels and Kvf3 regulatory subunits
is essential for unravelling the complexity of their
physiological and pathological roles. Dysregulation of
Kv1.3 channel activity, often in conjunction with Kv{3
subunit dysfunction, has been implicated in various
diseases, including autoimmune disorders,
neurodegenerative diseases, and cardiac arrhythmias.

Kv1.3 and KCNE4

The KCNE family of regulatory subunits comprises
five members of single spanning transmembrane
proteins that associate with a variety of Kv channels.
KCNE regulation of Kv channels increases their
functional diversity, participating in controlling gating
kinetics, conductance, inactivation kinetics, plasma
membrane trafficking, voltage dependence, and drug
sensitivity (McCrossan and Abbott, 2004).

Kv1.3 is regulated by KCNE4 (Grunnet et al.,
2003). KCNE4 is the largest member of the KCNE
family, with the longest C-terminus. Both proteins
share cell type and tissue expression and are present in
the immune system, brain, and muscle tissues, among
others (Grunnet et al., 2003). Other KCNE members do
not seem to be playing a role in Kv1.3 regulation.
Although there has been a report of KCNE2 regulating
Kv1.3 in CHO cells (Roepke et al., 2011), no further
evidence supports this claim.

The main effect of KCNE4 on Kv1.3 function is a
drastic reduction of currents (Grunnet et al., 2003).
Further studies link this inhibition to a KCNE4-
dependent impairment of Kv1.3 plasma membrane
targeting (Sole et al., 2009). KCNE4 also regulates the
slow C-type inactivation of the channel. Coexpression
with KCNE4 accelerates this inactivation, which
together with the reduction of the current density,
contributes to the decrease of the channel’s activity. On
the other hand, KCNE4 also accentuates the use-
dependent or cumulative inactivation of Kv1.3 after a
quick train of depolarizing pulses (Sole et al., 2020).

Kv1.3 interacts with KCNE4 via the carboxy-
terminus of the channel without involving a specific

motif. However, KCNE4 uses a tetraleucine motif in
the juxtamembrane C-terminal of the peptide as the
responsible cluster for Kv1.3 association (Sole et al.,
2016; Sole et al., 2019). Interaction between both
proteins compromises the Kv1.3 ability to bind to
COPII machinery and explains the impairment in
forward trafficking. The tetraleucine motif of KCNE4 is
also responsible for KCNE4 dimerization and binding
to calmodulin (Ciampa et al., 2011; Sole et al., 2019).
The three proteins compete to associate to the same
region, constituting a platform of protein-protein
interaction. Increasing concentrations of calmodulin
impair ~KCNE4  homo-oligomerization, = while
dimerization favors a strong ER retention due to the
concentration of ER retention motifs.

The Kv1.3-KCNE4 complex has a variable
stoichiometry with up to four subunits of KCNE4 for
each tetramer of Kv1.3 (Sole et al., 2020). Augmenting
the number of KCNE4 subunits decreases current
density in a progressive manner. Thus, the steadily
addition of KCNE4 ER retention motifs triggers
additive effects on traffic. However, the enhancement
of the C-type inactivation 1is stoichiometry-
independent no matter the amount of KCNE4 present
in the complex.

KCNE4 plays an important role in the Kv1.3-
dependent physiology of the immune system, such as
leukocyte activation, proliferation and apoptosis.
Kv1.3 and KCNE4 protein levels vary among different
cell types. In T lymphocytes, KCNE4 impairs Kv1.3-
related proliferation, cell size control, and apoptosis.
Additionally, KCNE4 also impacts on the Kv1.3
recruitment to the immunological synapse, important
for T-cell activation. On APC, decreasing KCNE4 levels
has opposite effects, increasing cell size and
proliferation (Sole et al., 2020).

In conclusion, KCNE4 is an important Kv1.3
regulator  favoring  the  inactivation. = This
physiologically relevant regulation should be
considered when designing therapies aimed to target
Kv1.3. Thus, KCNE4 role as a negative modulator also
has putative therapeutic relevance in autoimmune and
chronic inflammatory diseases where Kv1.3 activity is
pathologically increased.

Cell surface and mitochondrial Kv1.3

Kv1.3 very efficiently targets the plasma membrane.
However, Szabo and collaborators described an
alternative mitochondrial targeting (Szabo et al., 2005).
The  duality plasma  membrane-mitochondria
determines the Kv1.3 role on cell fate (Capera et al.,
2021b). Therefore, while plasma membrane Kv1.3
participates in cell activation and proliferation,
mitoKv1.3 modulates apoptosis (Szabo et al., 2010;
Capera et al., 2021b). The signals for following either
pathway are still an enigma, but the traffic mechanisms



of the channel have been precisely detailed (Capera et
al., 2019).

Kv1.3 reaches the plasma membrane following a
conventional  anterograde  forward trafficking
mechanism. Thus, different forward traffic motifs are
encoded in the C-terminal of the channel (Martinez-
Marmol et al, 2013). Plasma membrane Kv1.3
undergoes post-translational modifications, including
glycosylation (Capera et al.,, 2022), phosphorylation
(Martinez-Marmol et al, 2016) and ubiquitination
(Martinez-Marmol et al, 2017). Interaction with
caveolin targets the channel to lipid raft microdomains
(Perez-Verdaguer et al., 2016), which is vital for
stabilization (Martinez-Marmol et al., 2017) and proper
channel function (Perez-Verdaguer et al., 2018). Plasma
membrane Kvl1.3 participates in cell proliferation
(Kotecha and Schlichter, 1999; Capera et al., 2021a) and
activation (Cahalan and Chandy, 2009). Disorders like
autoimmune diseases or cancer correlate with Kv1.3
up-regulation. Regarding that Kv1.3 activity depends
on the number of channels at the cell surface, many
efforts address the pharmacological blockade of the
cell surface channel (Serrano-Albarras et al., 2018).
Indeed, specific Kv1.3 inhibitors under preclinical

trials are yielding promising results for psoriasis
treatment (Serrano-Albarras et al., 2018).

On the other hand, Kv1.3 follows an
unconventional pathway for mitochondria routing.
Thus, despite being a multi-transmembrane domain
protein with the targeting determinants widely
encoded along the whole sequence, Kv1.3 is imported
through translocase of the inner mitochondrial
membrane (TIM)-23. Unlike the plasma membrane

channel, mitoKvl.3 bypasses the endoplasmic
reticulum. The interaction with the cytosolic
chaperones HSP70/HSP90 ensures a  correct

translocation through the translocase of the outer
membrane (TOM)-70, and subsequent insertion to the
mitochondrial inner membrane (Capera et al., 2022).
Once at the inner membrane, mitoKv1.3 adopts similar
orientation than in plasma membrane. Data suggests
that the channel presents a functional expression in the
organelle, regarding that selective blockade or
downregulation depolarize mitochondria (Szabo et al.,
2005; Capera et al., 2021a). By regulating mitochondrial
membrane potential, mitoKv1.3 also modulates the
fusion/fision equilibrium during cell proliferation
(Capera et al., 2021a). Thus, mitoKv1.3 is vital for the

caveolin

mitochondri

Kv1.3/KCN

Kv1.3/Kv1.5

goplasmic

Figure |. Multiple Kvl.3 interactions drive the channel to differential cellular locations triggering a number of physiological consequences.
The Kv1.3 channel (brown) is synthetized at the ER. Homotetramers target to the cell surface and partially situate in lipid rafts by interacting with caveolin
(yellow). Early in biogenesis the channel may associate with the Kvf32 regulatory subunit (green circle), which stabilizes the channel at these spots. When
situated at the plasma membrane the channel participates in activation and proliferation. When Kv1.3 does not associate with caveolin, some channels
target to the inner mitochondrial membrane. MitoKvl.3 channels contribute to apoptosis. Some Kv|.3 form heterotetrameric functional channels with
KvI.5 (green barrels). These channels, with hybrid biophysical and pharmacological characteristics, drive to the cell surface out of rafts locations. This
association situates complexes distant from signaling platforms generating low immunoreactivity. Finally, KCNE4 (magenta) interacts with Kv|.3 in a variable
stoichiometry. This association retains the channel at the ER, decreasing the number of KvI.3 units at the plasma membrane and lowering the Kvl.3-

dependent physiological outputs.



transient hyperfusion required for the G1/S phase
transition of the cell cycle (Capera et al., 2021a).

As mentioned above, Kv1.3 binds caveolin
through a caveolin binding domain (CBD). This
interaction drives the channel to the plasma
membrane, while disruption redirects the channel to
mitochondria, sensitizing cells to apoptosis (Capera et
al., 2021b). Upon apoptosis induction, outer-
membrane Bax interacts and inhibits mitoKv1.3,
leading to hyperpolarization and ROS increase, which
promote cytochrome c release, and thus, apoptosis
(Gulbins et al., 2010; Szabo et al.,, 2010). Since
mitoKv1.3 plays a pivotal role in the cell proliferation
and apoptosis, it has been proposed as a promising
target for cancer therapy. Synthetic
mitochondriotropic Kv1.3 selective blockers efficiently
eliminate diverse types of tumor cells in vivo (Leanza
et al., 2017; Venturini et al., 2017; Severin et al., 2022).
Curiously, when used at low concentrations drugs
induce cell proliferation, supporting the dual role of
mitoKv1.3 in cell survival (Peruzzo et al., 2017).

Concluding remarks

The voltage-dependent Kv1.3 channel may exert
different  physiological roles. However, this
multifunctional behavior is dependent on multiple
interactions that shape the channelosome architecture.
Not only Kvf3 subunits, but also KCNE peptides and
related Kv channels, interacting with Kv1.3 fine-tune
the channel function (Figure 1). In the immune system,
these associations are key players in the regulation of
Kv1.3 channels, which in turn, affect the function of T
lymphocytes and the overall immune response.
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Laincidencia del cancer estd en aumento y se prevé que contintie asi en las proximas décadas. Si bien es cierto
que la mortalidad del cancer ha ido disminuyendo estos afios, fruto de los avances cientificos, terapéuticos y
de diagndstico, todavia existen determinados tumores cuya letalidad es extremadamente alta, como es el caso
del cancer de pancreas. Los exosomas, un subtipo de vesiculas extracelulares, presentan varios papeles en la
progresion de distintos tumores: mama, prostata, gastrico, vejiga y pancreas. El rol de los exosomas depende
de su cargo. En este cargo transportan lipidos, proteinas y acidos nucleicos que pueden modular diversas

funciones en las células diana.

En el contexto del cdncer del péncreas, la comunidad cientifica ha estudiado la contribucién de estos
exosomas para facilitar el crecimiento del tumor, la angiogénesis y la metastasis. Asimismo, se esta evaluando
el potencial de los exosomas como biomarcadores para diagnosticar de forma temprana el cancer de
pancreas. Esta ultima aproximacion es una de las lineas de investigacion del grupo de investigacion

BICOMCEL de la Universidad de Extremadura.

Introduccion

La mortalidad por cancer en Espafia ha ido
disminuyendo en las tltimas décadas gracias a los
avances terapéuticos, al mayor conocimiento de los
factores de riesgo y a las camparfias de sensibilizaciéon y
diagnostico precoz (SEOM, 2023). A pesar de estas
cifras esperanzadoras, el reverso de la moneda esta
representado por la incidencia de esta enfermedad,
que sigue en constante aumento. De hecho, la Red
Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN) estimd
en 341.000 los nuevos diagndsticos de cancer en 2040,
frente a los 279.260 nuevos casos estimados para este
afo 2023 (Huang y cols., 2021; REDECAN, 2022). Esta
tendencia al alza también se da a nivel global. La
International Agency for Research on Cancer estimé
que el numero de nuevos casos de cancer se
incrementara en 2040 a 28 millones (8 millones mas de
casos que los diagnosticados en 2021) (Huang y cols.,
2021).

A pesar de todos los avances diagnosticos y
terapéuticos desarrollados en las ultimas décadas,
existen algunos tipos de tumores cuya letalidad es
todavia muy alta en comparacion con otros. Entre estos
tumores de alta letalidad se  encuentra
inequivocamente el cancer de pancreas (REDECAN,
2022; SEOM, 2023). En 2021 fallecieron en Espafia 7.663
personas por cancer de pancreas, de ellas 3.921 eran
hombres y 3.742 mujeres. Ademas, se ha descrito que
en los pacientes diagnosticados con cancer de pancreas
la supervivencia neta a 5 afnos es de un 7’2% para
hombres y un 10,0% para mujeres. Es decir, una vez
que se diagnostica este tumor en la mayoria de los

casos sera la causa de muerte (SEOM, 2023). En Espana
se diagnosticaran aproximadamente 9.280 casos
nuevos de cancer de pancreas en 2023 (REDECAN,
2022; SEOM, 2023). Estas cifras hacen que la
investigacion de este tumor sea un imperativo
cientifico, con el fin de conseguir métodos de
diagndstico precoz y mejores terapias para estos
pacientes.

Gran numero de estudios han descrito que los
exosomas pueden actuar como posibles agentes que
intervienen en procesos fisiopatoldgicos de numerosas
enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares,
disfuncién metabolica, infecciones y cancer. En esta
altima patologia, se cree que los exosomas pueden
favorecer su progresion, la quimiorresistencia, los
procesos de metastasis, la interacciéon tumor-estroma y
la reprogramacion neoplasica en distintos tipos de
tumores (Kalluri y LeBleu, 2020). Los exosomas
pertenecen al gran grupo de las vesiculas
extracelulares (EVs, del inglés extracellular vesicles).
Las vesiculas extracelulares (EVs) son pequenas
estructuras membranosas que portan un cargo
formado por proteinas, acidos nucleicos, lipidos y
otros metabolitos (Abels y Breakefield, 2016). Estas EVs
juegan papeles importantes en procesos fisioldgicos y
también en determinadas patologias (Moeinzadeh y
cols., 2022; Sun y cols., 2020). Atendiendo a su tamafio
las EVs estan clasificadas en tres subgrupos: cuerpos
apoptoticos y oncosomas (diametro de 1-5 um),
microvesiculas (didmetro de 150 nm - 1 um) y
exosomas (diametro de 30-150 nm) (Bebelman y cols.,
2018).
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Los exosomas son producidos por la mayoria de
las células eucariotas y median procesos de
intercomunicacion celular. El proceso de biogénesis de
los exosomas difiere con los otros subgrupos de EVs.
Los exosomas proceden del compartimento
endosomal. En su producciéon, la membrana
plasmatica sufre una doble invaginacion dando lugar a
los cuerpos multivesiculares (MVBs, del inglés
multivesicular bodies) que contienen en su interior a
las vesiculas intraluminales (ILVs, del inglés
intraluminal vesicles). Estas ILVs daran lugar a los
exosomas tras la fusion de los MVBs con lisosomas y su
posterior exocitosis (Abels y Breakefield, 2016; Kalluri
y LeBleu, 2020). El cargo de los exosomas y su tasa de
produccion depende del tipo celular donde se originan
y también de si son células cancerosas o no (Chiu y
cols., 2016; Bebelman y cols., 2018). Todo el material
que transportan los exosomas en el cargo puede ser
transferido a células dianas, de forma horizontal,
cuando se fusionan ambas membranas por
mecanismos todavia no bien conocidos (Kalluri y
LeBleu, 2020).

Exosomas y cancer

En los ultimos afios ha aumentado el interés de la
comunidad cientifica en el estudio de los exosomas y
sus funciones en la iniciacion, progresion y metastasis
del cancer (Sun y cols., 2020; Moeinzadeh y cols., 2022).
Por ejemplo, se ha demostrado que los exosomas
procedentes de células tumorales favorecen el
desarrollo del tumor, la angiogénesis y la metastasis
por activacion directa de la ruta PI3K/Akt y MAPKSs en
los carcinomas de células escamosas de vejiga y
gastrico (Meehan y Vella, 2016). La comunicacién
mediada por exosomas entre células cancerosas de
prostata y fibroblastos es esencial para desarrollar un
microambiente favorable para el tumor. Las exosomas
de las células cancerosas activan a los fibroblastos para
que produzcan gran cantidad de metaloproteinasa-9
(MMP-9), que degrada la matriz extracelular y
favorece la migraciéon de las células tumorales
(Castellana y cols., 2009). Huertas-Larez y cols. (2023)
han demostrado que los exosomas séricos de pacientes
con cancer de prdstata inducen fenotipos mas
agresivos en las lineas tumorales de prostata LNCaP y
PC3, aumentando la secreciéon de MMP-2 y MMP-9, asi
como incrementando la migracién de células PC3 tras
el tratamiento con los exosomas (Huertas-Larez y cols.,
2023). Asimismo, se ha demostrado que los exosomas
tienen la capacidad de transformar células normales en
células cancerosas en el cancer de prostata y de mama
(Melo y cols., 2014; Meehan y Vella, 2016). Singh y cols.
(2014) demostraron que exosomas procedentes de
lineas tumorales de cancer de mama llevan en su cargo
numerosos miRNA, entre ellos el miR-10b. Este
promueve la invasion de células no malignas (HMLE)
(Singh y cols., 2014).

Exosomas y cancer de pancreas: relacion entre el
cargo, sefalizacion y funcién celular

En cuanto al cancer de pancreas, se han realizado
varios estudios que apuntan hacia mecanismos
similares, aunque debemos profundizar mas en coémo
los exosomas influyen en la instauracion y desarrollo
de estos tumores. Por ejemplo, un estudio que empled
la linea celular de cancer de pancreas humano
MiaPaCa-2 reveld que los lipidos exososomales son
capaces de inducir la activacion del factor nuclear NF-
kB, caracteristico de procesos inflamatorios, lo que
desencaden6é un aumento en la produccion de la
quimiocina SDF-la. La uniéon de SDF-la con su
receptor CXCR4 activ¢ la ruta de senalizacion de Akt,
lo que condujo a una reduccion de la muerte celular.
Este hallazgo sugiere que los lipidos exosomales
pueden fomentar el desarrollo y la quimiorresistencia
de los tumores pancreaticos (Beloribi-Djefaflia y cols.,
2014).

También se ha establecido que en el cargo de los
exosomas pueden viajar ARN no codificantes, entre
ellos, miRNAs. Estos miRNAs pueden ejercer diversas
funciones, atendiendo a los genes que regulen
(Bebelman y cols., 2018; Kalluri y LeBleu, 2020). Las
células estrelladas pancreaticas (CEPs) se encuentran
en un estado quiescente en el pancreas sano; sin
embargo, ante determinados factores se activan y
comienzan a formar una matriz fibrotica (Santofimia-
Castafio y cols., 2015; Estaras y cols., 2020). Ademas, se
ha descrito que las CEPs colaboran con la progresion
de los tumores pancreaticos, la formacién de nuevos
vasos sanguineos en el tumor solido, la evasién del
sistema inmunitario y el proceso de metastasis (Xu y
cols., 2010; Apte y cols., 2015; Santofimia-Castafio y
cols., 2015; Liu y cols., 2016; Bynigeri y cols., 2017;
Estaras y cols., 2020; Pothula y cols., 2020). Se ha
evidenciado que el perfil de miRNAs de las CEPs se ve
alterado cuando estas se activan (Masamune y cols.,
2014). Un estudio demostr6 que los exosomas
derivados de CEPs activadas contenian gran cantidad
de miR-21-5p y miR-45la. Estos exosomas
incrementaron la proliferaciéon y la migracion en lineas
celulares de cancer de pancreas, PANC-1 y SUIT-2
(Takikawa y cols., 2017). De igual modo, estos
exosomas procedentes de CEPs aumentaron la
expresion génica de ciertas quimiocinas en células
tumorales de pancreas. Los resultados mas llamativos
fueron para CXCL1, CXCL2 y CCL20 (Takikawa y
cols., 2017), y especialmente los relacionados con
CXCL1, quimiocina que esta descrita como promotora
de la oncogénesis pancreatica (Seifert y cols., 2016).

En otros estudios, también relacionados con el
papel de los RNAs no codificantes y cancer de
pancreas, Qi y cols. (2023) demostraron que exosomas
derivados de fibroblastos asociados a cancer (CAFs)
primarios de pacientes con cancer de pancreas, que
presentan un nivel alto de miR-3173-5p y cuya diana es
el mRNA de ACSL4, inducen quimiorresistencia a la
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gemcitabina en las lineas tumorales de pancreas
PANC-1 y BxPC-3 (Qi y cols., 2023). He y cols. (2022)
describieron que los exosomas procedentes de
pacientes con cancer de pancreas portan FGD5-AS].
Este IncRNA estimula la polarizacion de los
macrofagos residentes en el microambiente tumoral al
fenotipo M2, mediante la via STAT3/NK- kB, lo que
facilita la progresion del tumor (He y cols., 2022). Yang
y cols. (2021) evidenciaron que exosomas procedentes
de macréfagos M2 promueven la angiogénesis, al
aumentar la capacidad cicatrizante y de migracion de
células endoteliales adrticas de raton (MAECs), efecto
mediado por miR-155-5p and miR-221-5p (Yang y cols.,
2021).

Asimismo, otro grupo de investigacion
demostré en un modelo murido que exosomas
derivados de cancer de pancreas pueden favorecer
nichos premetastasicos en el higado. Estos exosomas
inducen un proceso inflamatorio en el higado. Las
células de Kupffer incorporan selectivamente los
exosomas producidos por el tumor pancreatico, lo que
induce un aumento de su secrecién del factor de
crecimiento transformante (3 (TGF-f3). Este TGF-
activa a las células estrelladas hepaticas, que
comienzan a producir gran cantidad de matriz
extracelular. Este ambiente fibrotico atrae neutroéfilos y
macrdfagos al higado, lo que facilita la iniciacién del
nicho premetastasico hepatico (Costa-Silva y cols.,
2015). Este estudio también reveld que los exosomas
derivados de cancer de pancreas que dirigieron la
metastasis hepatica llevaban en su cargo gran cantidad
del factor inhibidor de la migraciéon de macréfagos
(MIF), lo que puede retener a macrofagos M2 en el
microambiente tumoral. Sin embargo, MIF estaba
disminuido en los exosomas de pacientes cuyo tumor
pancreatico estaba en fase I (Costa-Silva y cols., 2015),
lo que ilustra la compleja regulacion de la producciéon
de exosomas en las células tumorales y sus
interacciones con las células dianas. Actualmente, se
investiga si MIF puede ser empleado como
biomarcador de la progresion del cancer de pancreas.

Uso de los exosomas como posibles biomarcado-
res

Numerosos grupos de investigacion han demostrado
que se pueden aislar exosomas séricos y analizar su
proteoma, para estudiar las proteinas de membrana y
el cargo de estos exosomas (An y cols., 2017;
Emmanouilidi y cols., 2019; Kalluri y LeBleu, 2020;
Servage y cols., 2020). Por ejemplo, An y cols. (2017)
utilizaron el andlisis protedmico para estudiar
exosomas séricos de pacientes con cancer de pancreas
avanzado y sometidos a quimio-radioterapia. Este
grupo detectd entre 700-800 proteinas exosomales por
muestra. Identificaron ocho proteinas que sufren
cambios entre controles sanos y pacientes con cancer
de pancreas. Especialmente, los cambios mas
significativos se observaron en las proteinas OBSL1 y

PLF4. Asimismo, este grupo demostré que los
exosomas séricos de pacientes de cancer de pancreas
fueron capaces de incrementar la capacidad migratoria
de las lineas tumorales de péancreas PANC-1 y
MiaPaCa-2 (An y cols., 2017).

Actualmente, se estda tratando de hallar
proteinas como potenciales biomarcadores para
diagnosticar de una forma temprana el cancer de
pancreas a través de una biopsia liquida de sangre, un
método poco invasivo. En esta linea se ha encontrado a
la proteina glipicano-1 (Melo y cols.,, 2015) y a la
proteina AXL soluble (Martinez-Bosch y cols., 2022).
Esta dltima seria muy util para diagnosticar de forma
diferencial la pancreatitis cronica y el adenocarcinoma
ductal pancreatico, que supone el 90% de los canceres
de pancreas (Singh y cols., 2015; Martinez-Bosch y
cols., 2022). No obstante, son necesarios mas estudios
para confirmar el valor de AXL como biomarcador
diferencial.

Conclusién

A pesar de todos los conocimientos actuales sobre los
exosomas, el conocimiento sobre el origen, la
concentracion, la morfologia y la composicién del
cargo de los exosomas procedentes de los tumores
pancreaticos es bastante restringido debido,
principalmente, a las limitaciones de los métodos
aplicados para su caracterizacion (como la microscopia
electrénica y la microscopia de fuerza atémica), que no
permiten analizar gran cantidad de exosomas en poco
tiempo. Sin embargo, la citometria de flujo con analisis
de imagen se ha empleado para caracterizar exosomas
procedentes de plasma y suero sanguineo,
produciendo buenos resultados (Melo y cols., 2015;
Erdbriigger y Lannigan, 2016; Martinez-Bosch y cols.,
2022; Ortiz-Placin y cols., 2022). Robustas técnicas
analiticas como la protedmica, junto a la citometria de
flujo con andlisis de imagen, pueden conseguir una
caracterizacion multiparamétrica de estos exosomas
aislados de la sangre de pacientes con cancer de
pancreas. Nuestro grupo, BICOMCEL (Biologia y
Comunicacion Celular de la Universidad de
Extremadura), esta centrado en este campo y trata de
arrojar mas luz para postular a los exosomas
circulantes como posibles biomarcadores de cancer de
pancreas (figura 1).
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Figura |. Resumen del diagrama de trabajo que desarrolla BICOMCEL para caracterizar exosomas de pacientes de cancer de pancreas y conseguir posibles

biomarcadores (elaboracién propia).
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