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Resumen

Los termorreceptores de potencial transitorio (TRP) son una superfamilia de canales iénicos compuesta por 7 subfamilias,
en base a las diferencias en la homologia de su secuencia. Estos canales estan relacionados con la sensibilidad a estimulos
térmicos, mecanicos o quimicos y estan implicados en procesos patolégicos como el dolor o la inflamacién. En concreto, el
estudio se centra en un canal perteneciente a la familia de los TRPM (termorreceptores de potencial transitorio de
melastina), TRPM8. Los actuales avances en el conocimiento de su implicacién en condiciones fisiolégicas y patologicas,
abren un amplio marco de estudio destinado a la busqueda de nuevos farmacos que modulen la actividad de estas
proteinas de membrana. El objetivo de este trabajo es encontrar y determinar las propiedades farmacolégicas de diversos
compuestos derivados del mentol, agonista quimico del canal. Especificamente se determina la potencia, la toxicidad y la
capacidad de producir taquifilaxia de los compuestos seleccionados. El compuesto 2 es el que mejores resultados de

actividad y toxicidad mostro, con una EC50 de 18.83+1.83 uM y con capacidad de inducir taquifilaxia.

Abstract

The transient thermoreceptor potential channels (TRP) is a superfamily of ionic channels composed by 7 members according
to homology of sequence. These channels are related with sensivity to different stimuli, as thermic, mechanic or chemicals
ones and have been implicated in pathological conditions like pain and inflammation. In this study, we have focused on one
of the channels belongs to TRPM member’s family (transient thermoreceptor potential channels of melastine), TRPM8.
Current advances in the knowledge of TRPM8 involvement in physiological and pathological conditions open up a broad
framework of study aimed at the search for new drugs that modulate the activity of these membrane proteins. The aim of this
investigation is to find and to determine the pharmacological properties of some menthol-like molecules, chemical agonist of
this channel. Specifically, the potential, the toxicity and the capacity of promote taquiphilaxis of several chemicals are
determined. Compound 2 is the one which has the best results of activity and toxicity with an EC50 of 18.83+1.83 uM and

taquiphilaxis behaviour.

Palabras clave: TRPs, dolor, canales ionicos, analgésicos, ojo seco, cancer, TRPM8, agonistas, antagonistas, mentol,

cribado de alto rendimiento (HTS).
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1. Introduccion

1.1. Superfamilia TRP

La superfamilia de los receptores de potencial transitorio (TRP) estd compuesto por 30 miembros, agrupados en 7
subfamilias: TRPC (Clasicos o Canonicos) con 7 miembros, TRPV (Vanilloides) con 6 miembros, TRPM (Melastina) con 8
miembros, TRPA (Anquirina) con 1 miembro, TRPP (Policistina) con 3 miembros, TRPML (Mucolipina) con 3 miembros y
TRPN (NOMPC, sin potencial mecanorreceptor C) con 2 miembros. Estas proteinas son canales catiénicos que permean a
calcio y sodio, entre otros iones, y han sido asignadas a las subfamilias en funcién de la homologia de secuencia [1]. Dentro
de la superfamilia de los TRP, existe un pequefio grupo denominado termoTRP, compuesto por TRPV1, V2, V3, V4, M8 y

A1, que reaccionan a un amplio rango de temperaturas [2, 3, 4].

Originariamente los canales TRP se encontraron en insectos, al estudiar los mecanismos de transduccién visual en
fotorreceptores. Posteriormente, se descubrio su papel en la vision y se encontraron homélogos en una inmensa diversidad
de organismos, lo cual muestra la gran importancia evolutiva de estas proteinas. Estudios gendmicos y estructurales
desvelaron que existen relaciones evolutivas entre los canales TRP y los canales de calcio, asi como con los canales de

sodio activados por voltaje [1].

Todas las proteinas pertenecientes a esta superfamilia comparten una estructura comin basada en 4 cadenas, cada
una constituida por 6 dominios transmembranas (S1-S6) (Figura 1), y un p-loop entre los segmentos 5 y 6, responsable de
la formacion del poro. Tanto el extremo N-terminal como el C-terminal son citoplasmaticos, y estan involucrados en la
regulacion del ensamblaje y funcién del canal. En la mayoria de los TRP, a excepcion de TRPM, hay una serie de
repeticiones de anquirina en el extremo N-terminal, de longitud variable [1, 5]. En el caso de TRPM y TRPC hay regiones

ricas en prolina desde el S6 al C-terminal.

Loop del
poro

Una caracteristica presente en todos los TRP es el
dominio TRP, motivo de 25 aminoacidos situado en el C-

terminal, que ha sido relacionado con la regulacion y

empaquetamiento del canal (Figura 1) [1]. En la figura 2 se 0 )

representa la estructura funcional, con las 4 subunidades
Dominio

organizadas de forma concéntrica formando el poro, con TRP

orientacién frontal y lateral respectivamente. En la figura 3 se
muestran las diferentes regiones del extremo C-terminal y del
N-terminal en funcion de la subfamilia, aportandole propiedades
especificas a los canales pertenecientes a cada una de ellas.

En el caso del loop, se ha observado una secuencia de

Figura 1.- Subunidad de la superfamilia de canales
TRP. Puede observarse los S1-S6, el loop, el C-terminal,
selectividad a calcio, caracteristica presente en todos los donde se encuentra el dominio TRP y el N-terminal,
caracterizado por un gran dominio de sitios de unién a
anquirinas [7].

aminoacidos conservada, posiblemente relacionada con la
integrantes de la superfamilia. Dentro de las subfamilias los

miembros pueden diferir en selectividad, como en el caso de
TRPV6 para magnesio o TRPML1 para el hierro [1, 6].
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Figura 2.- Canal TRPM8. Representacion en cintas de TRPM8 (PDB: 3J5P) donde se
muestran las cuatro subunidades desde el lado frontal (A) y lateral (B).
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Figura 3.- Canales TRP. Las subfamilias TRP se caracterizan por los diferentes motivos del extremo C-terminal y N-
terminal. TRPV, TRPA y TRPC son los canales que presentan repeticiones de anquirina (AnkR). Los canales TRPP y
TRPML estan caracterizados por el dominio de retencion en reticulo (ER Retencion), lo cual indica que se expresan en
organulos intracelulares. En TRPM aparece el dominio NUDIX; sitio de unién de las fosfohidrolasas [6].
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1.2. Caracteristicas de TRPM8

TRPM8 es un homotetramero polimodal con una alta selectividad por el calcio y pequefia selectividad por los
cationes monovalentes como el sodio. Pueden activarse por multiples mecanismos: voltaje, pH, frio, diversos agentes
inflamatorios y ciertos compuestos quimicos como mentol, eucalipto e icilina [8, 9]. La activacidn ejercida por el mentol y el
frio en ciertas neuronas permitié6 determinar que ambos estimulos actuaban sobre la misma diana, estableciendo un nexo
entre el mentol y TRPMS.

Originariamente, TRPM8 fue clonado a partir de células de cancer de prdstata, debido a su sobreexpresién en estas,
y se encontraron tanto en la membrana plasmatica como en las del reticulo endoplasmatico de diferentes células tumorales
[5]. Este canal estd expresado en circunstancias no patologicas en el 15% de las neuronas somatosensoriales, lo cual
coincide con la proporcion de neuronas que son sensibles a estimulos de frio en cultivos neuronales [2, 10, 11, 12]. Tanto
TRPV1, canal relacionado con la sensacion de calor, como TRPM8 se encuentran en ganglios como el espinal, el de las
raices dorsales, el trigémino o el ganglio nodoso, donde estan los cuerpos neuronales de las neuronas somatosensoriales
primarias. Han sido hallados en otros 6rganos como el 0jo, el higado, la vejiga, la prostata, los odontoblastos, el masculo
liso o la epidermis, conociéndose la implicacion de TRPM8 en diversas funciones bioldgicas, como la termorregulacion, por
lo que es de esperar que su alteracion esté relacionada con determinadas patologias como el 0jo seco, la vejiga hiperactiva
o el cancer [12]. Su presencia en esta gran diversidad de tipos celulares hace interesante la busqueda de compuestos que

normalicen la actividad del canal TRPM8 en condiciones patoldgicas.

La sensacién de frio es detectada por aquellas neuronas que contienen los canales especificos que se activan en
presencia de este estimulo, pertenecientes al sistema somatosensorial que engloba a los nervios C aferentes primarios no
mielinizados y los nervios Ad ligeramente mielinizados. Son las neuronas sensibles a frio, trigerminales (TG) y ganglios de la
raiz dorsal (DRG), las encargadas de convertir los estimulos en pulsos eléctricos [13, 14, 15]. La despolarizacién de la
membrana de las neuronas sensoriales primarias causada por el canal TRPM8 activa los canales ionicos dependientes de
voltaje que propagan los potenciales de accién a través de la neurona, para finalmente, liberar los neurotransmisores
activando las neuronas sensoriales secundarias que envian el estimulo al tdlamo. Es alli donde se establecera conexion con
las neuronas sensoriales terciarias, que haran llegar la sefial eléctrica a la corteza cerebral, produciendo la sensacién de frio
(Figura 4).
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Figura 4.- Via somatosensorial. El canal TRPM8 se expresa en neuronas sensoriales primarias, que convierten el estimulo en
una sefial eléctrica y la propagan hacia las neuronas sensoriales secundarias, y estas a su vez a las neuronas sensoriales
terciarias. Finalmente la informacién es analizada en la corteza somatosensorial, implicando la sensacion de frio [16].

1.3. Caracteristicas estructurales

Cada subunidad de TRPM8 tiene 1014-1018 aminoacidos, variando en funcion de la especie. Se diferencia de los

otros miembros de TRPM en tener un dominio C-terminal mas corto, relacionado directamente con la funcionalidad del canal

ya que su delecion supone la pérdida de la activaciéon por frio 0 moduladores quimicos. La region C-terminal también

contiene el dominio de tetramerizacion, aunque estudios recientes han determinado que las regiones transmembranas son

suficientes [17, 18]. Las regiones coiled-coil, comprendidas entre los aminoécidos E684 y
principales: ayudar a la subunidad a ensamblarse a su estructura funcional y colaborar en la

ligando quimico y a temperatura [17]. En lo que respecta al N-terminal, regién conservada

R721, tienen dos funciones
activacién de la respuesta a

en la familia TRP salvo en

TRPM1 y TRPMS, ciertas investigaciones lo relacionan directamente con la localizacidn del canal, siendo la regién concreta

40-86 de TRPM8 importante para el transporte a la membrana [19].

TRPM8 esta glicosilado en la asparragina 934, situada en el loop entre el S5y S6, cuya eliminacion tiene efectos en

la translocacién a la membrana. Una estructura importante en su funcion es el puente disulfuro que existe entre las cisteinas

929 y 940, situadas también en el loop entre S5 y S6. La mutacion de cualquiera de las dos cisteinas supone la

desaparicion de la actividad inducida por frio, mentol o icilina, sin afectar al transporte de la proteina hacia la membrana, ya

que esta presente en la bicapa cuando presenta estas mutaciones [17, 18, 19].
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En lo que respecta a la activacion por voltaje, existe una gran controversia acerca de cuales son los determinantes
moleculares responsables de percibir el estimulo de voltaje. En los canales de potasio se ha demostrado que la regién
implicada en la activacién por voltaje se encuentra en el segmento transmembrana S4. En los canales TRP, ciertos
estudios indican que la mutacion de los aminoacidos de carga positiva, situados en la regién transmembrana S4 y en el
segmento de unidn S4-S5, alteran la dependencia de voltaje de TRPM8 [17, 19]. Otros investigadores realizaron un modelo
basado en una interaccién alostérica entre el voltaje y la temperatura, y determinaron que la regién C-terminal de TRPM8 es
la responsable de la respuesta del canal al voltaje [17, 18]. Segun estos autores, tanto la dependencia del voltaje como de la
temperatura, reside en diferentes regiones del dominio C-terminal, proponiendo a esta region como elemento imprescindible

de la mayoria de las funciones principales de TRPM8 y en general, de la familia TRP.

Aunque no esta claramente demostrado el mecanismo de activacion del canal por frio, algunos grupos establecen
que una posible razén es el efecto que tiene la temperatura en la interaccién del C-terminal con el fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2). Sin embargo, otros grupos alegan que de ser el caso, todos los canales de la superfamilia TRP
presentarian, al menos, cierta dependencia de la temperatura [18], proponiendo que la temperatura afecta a la interaccion
entre el extremo C-terminal y alguna region del canal, como el loop intracelular. Otras sugerencias estan enfocadas a

procesos celulares independientes que puedan promover finalmente la actividad del canal [17].

Se han tratado de determinar a su vez los sitios de union de algunos moduladores quimicos de TRPM8. En el caso
del mentol, la tirosina 745 es indispensable para la activacion del canal, viéndose suprimida la activacion en caso de estar
mutada. La tirosina 1005 y la leucina 1009 parecen estar también involucradas en el sitio de unién a mentol, dado que los
mutantes pierden la sensibilidad a esta molécula, pero no a la temperatura. Otro sitio de unién fundamental, es por ejemplo
el del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), molécula relacionada con la desensibilizacion del canal y por lo tanto con un
mecanismo de regulacion intracelular. En el extremo C-terminal existen tres residuos cargados positivamente [18], cuya
neutralizacion supone la reduccion a la sensibilidad a PIP2 [17]. Algunos cientificos proponen el dominio TRP como sitio de
unién al PIP2, dado que existen 3 amino&cidos cargados positivamente en esta region, K995, R998 y R1008, cuyos

mutantes presentan menos actividad [18, 20].

1.4. Regqulaciéon de TRPV8

El estudio para encontrar los canales involucrados en la sensacion de frio establecio que el responsable era
TRPMS8, activado por temperaturas menores de 30°C en neuronas sensoriales y menores a 26°C en sistemas heterélogos
Estas diferencias sugieren la posibilidad de una modulacién enddgena en la actividad del canal in vivo, siendo conocida
actualmente la necesidad de que el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) se una al canal para su activacion [8, 9, 14]. El
aumento de calcio intracelular puede modular de manera indirecta la actividad del canal a través de la fosfolipasa C (PLC) y
la fosfoquinasa C (PKC). En el primer caso, se lleva a cabo la hidrélisis del PIP2 a diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-
trifosfato (IPs), evitando la unién de las moléculas de PIP2 al canal y por tanto, causando su desensibilizacién. En el caso de
la via de activacion dependiente de PKC, la cantidad de c-AMP aumenta por la activacion de proteinas G acopladas a la
subunidad alfa de los receptores, estimulando la actividad de la fosfatasa 1 (PP1) que defosforila a TRPM8 y finalmente
desensibiliza el canal (Figura 4). Adicionalmente, se han relacionado la actividad de ciertos estimulos a la modulacién
positiva del canal, como el caso de la fosfolipasa A2 no sensible a calcio (iPLA2), basada en la rotura del enlace éster del
sn-2 de los glicerofosfolipidos, que generan acidos grasos poliinsaturados que inhiben a TRPM8, y lisofosfolipidos que lo

5
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activan por la bajada del umbral de temperatura, prevaleciendo la actividad del canal a pesar de tener efectos opuestos.
Otras formas de modulacion son la actividad de PKA, la glicosilacion del canal en residuos especificos y el aumento del pH
intracelular [2, 8, 13]. Tratamientos con mediadores proinflamatorios como son la bradiquinina y la prostaglandina E2 (PGE-)
han mostrado respuestas de desensibilizacién del canal TRPM8, cuyos mecanismos moleculares, la via PCL y PKA

respectivamente, han sido descritos previamente [17].

Estas regulaciones enddgenas, que conllevan la desensibilizaciéon del canal por la entrada de calcio, hacen
interesante la bisqueda de agonistas para modular su actividad mediante la desensibilizacién o taquifilaxia, siendo las vias
de la PKC, PCL y PKA las encargadas de estos efectos. Una vez el canal es activado por un estimulo, la disminucion de la
actividad es progresiva en el tiempo, durante el cual no se obtendra respuesta del canal si es expuesto de nuevo a un
estimulo, fenémeno conocido como taquifilaxia.

Cald @ Menthol
BK i\\ ? PGE, Clonidine
O Q)

w2 IESI o LA 5D I'ri'r+ TN & il § O A
=

DAG 4]
. Ca) N PI(4 5P, / PI4.5P, T, G Qj

ATP. cAMB

"

PUFAs Lysophosphaolipids

Figura 5.- Modulaciéon de TRPM8 por la sefalizacién intracelular. TRPMS, representado por cuatro subunidades, puede ser
modulado por gran diversidad de cascadas de sefializacién en neuronas sensoriales. La activacion de la fosfolipasa C (PLC) da
lugar a un descenso de los niveles de PIP. en plasma, hidrolizandolo a diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IPs),
desensibilizando el canal. La activacion de la adenilato ciclasa da lugar a un aumento del c-AMP, que activa la proteina quinasa A,
regulando negativamente al canal. El incremento celular de calcio activa a la fosfoquinasa C (PKC) que modula a la fosfatasa 1
(PP1) e inhibe al canal por defosforilacién [22)].
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1.5. Condiciones patoldgicas

Debido a la inmensa variedad de drganos y tipos celulares en los que se encuentra TRPM8 y la gran diversidad de

funciones con las que se le relaciona, la alteracion de su funcién tiene como resultado multiples enfermedades.

En primer lugar, se ha establecido el vinculo entre la hiperactividad de TRPM8 y el desarrollo y mantenimiento de
la alodinia por frio e hiperalgesia, lo que implica la presencia del canal en neuronas pertenecientes a la ruta nociceptiva.
Ambos sintomas estan relacionados con el dolor inflamatorio, fundamentalmente mediado por TRPV1 y TRPA1 pero
también vinculado con TRPMS8, existiendo evidencias funcionales y patolégicas que implican al canal en condiciones de
inflamacion. De hecho, se conoce la importancia de moléculas pro-inflamatorias como la bradiquinina y PGE2 en la actividad
de TRPM8 [17]. La percepcion de la temperatura es una caracteristica fundamental en el sistema nervioso, permitiendo a
los organismos evitar el dafo fisico y elegir las condiciones ambientales idéneas para la supervivencia. Los nervios
termosensibles pueden detectar las temperaturas inocuas o nocivas, habiendo evidencias experimentales que reflejan la
relacion de la actividad de TRPM8 con dolor por frio, dado que la ausencia de este supone la disminucion de la sensacién a
frio nocivo [13,14]. En condiciones normales, el frio provoca la activacion de los nervios Ad, relacionados con la percepcion
a frio inocuo, que desembocan en la inhibicion de los nervios C2, pertenecientes a la via de sefializacion nociceptora. A
menores temperaturas, los nervios Ad dejan de hacer su efecto inhibitorio sobre los nervios C2, siendo a su vez estimulados
por el frio y dando lugar a la percepcion del frio como sensacion glacial, punzante o dolor por calor. Los bajos umbrales de
activacion y la sensibilidad a mentol de las fibras C2, sugieren que el sensor de temperatura es TRPM8, teniendo un papel
en la funcion nociceptiva [17]. Adicionalmente, se descubri6 su estrecha implicacion con el dolor en estudios de la familia de
receptores de factores neurotropicos 3 (GFRa3), observandose un ascenso de la sensibilidad al frio al afiadir artemisa,
agonista natural de GFRa3. La ausencia de percepcion a frio al afadir artemisa en ratones con una version mutante de
TRPM8 (knock out) y la abundante presencia de esta molécula en condiciones inflamatorias, vinculan al canal a la
hipersensibilidad a frio en dichas condiciones [24]. Por otra parte, el dolor neuropatico, padecimiento ocasionado por una
lesion traumatica del nervio o por enfermedades como la neuropatia diabética, esta asociado con la hipersensibilidad a
estimulos mecanicos y de frio, donde TRPM8 parece tener un papel fundamental. Recientemente, se ha demostrado la
importante implicacion de TRPM8 en la analgesia, al tratar con mentol en casos de dolores crénicos, neuralgias y dolores
dentales y musculares, basandose en la desensibilizacién del canal como método de bloqueo de la actividad [21]. Esta
nueva funcién establecida en neuronas sensoriales, hacen de TRPM8 una diana terapéutica interesante para desarrollar
nuevos farmacos de caracter analgésico [13]. Adicionalmente, se han realizado experimentos en ratones knock out de
TRPM8 que recibian oxaliplatino como tratamiento quimioterapéutico, en los que se observaron una disminucion de la
sensacion de dolor con respecto a los ratones de fenotipo salvaje, surgiendo un nuevo ambito de estudio para desarrollar

farmacos con la intencion de paliar los sintomas no deseados de estos tratamientos y los del dolor [22, 23, 24].

Paralelamente, diversos estudios han relacionado especificamente la importante participacion de canales TRPM8
alterados en los tumores, implicados en la iniciacién y progresién celular, encontrandose incluso diferentes formas mutadas
de TRPM8 en canceres de prostata, pulmonar, melanomas, adenocarcinoma, cancer de vejiga y colorrectal. Algunas
investigaciones muestran que TRPM8 es activado por la testosterona en las fases iniciales del cancer de préstata, influencia
que se ve disminuida en la transicién a cancer androgeno-independiente o en pacientes a los que se les administra un
tratamiento anti-androgeno. La pérdida de relacién entre la actividad de TRPM8 y el desarrollo del cancer esta
correlacionado con un peor prondstico en los pacientes de cancer de préstata avanzados [22, 25]. El uso de bloqueadores y
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de mentol en células tumorales de préstata promueve la apoptosis y reducen la viabilidad de las células cancerigenas
dependientes de androgenos, por lo que se deduce que en los estadios iniciales TRPM8 es esencial para la supervivencia
[22]. En concreto, se ha observado en células cancerigenas de préstata la presencia de canales de TRPM8 con los 65
primeros aminoacidos delecionados en el extremo N-terminal, ademas de la continua liberacion de calcio al citosol desde el
reticulo endoplasmatico por parte de estos canales [19]. Estos hechos hacen a TRPM8 una diana potencial para el
diagnostico v el tratamiento de estas patologias, focalizado en la busqueda de bloqueadores o moduladores negativos. Por
consiguiente, ampliar los conocimientos sobre la actividad y regulacién de TRPM8 puede ser relevante a la hora de
desarrollar nuevos farmacos anti-tumorales menos invasivos para el paciente y con un grado menor de efectos secundarios

por la menor toxicidad en las células no tumorales [22].

Otra de las enfermedades con implicacion directa del canal TRPM8 es el ojo seco, afeccion en el que el lagrimeo
basal es menor del habitual, quedando eliminada la pelicula de la superficie ocular [26]. La implicacion de TRPM8 se basa
en el papel de las neuronas aferentes primarias que conectan con la cdrnea, que son capaces de regular el fluido ocular,
incrementando el lagrimeo. El tratamiento con mentol de esta patologia ha mostrado tener resultados positivos, sin causar
los efectos de irritacion o dolor. En consecuencia, la bisqueda de agonistas, especialmente con baja capacidad de
desensibilizacion, tiene especial importancia, con el objetivo de incrementar el volumen de lagrimeo. Igualmente, en
aquellas situaciones de hiperactividad de TRPM8 en el lagrimal, como los casos de alergias, irritacion corneal y conjuntivitis

bacteriana, son necesarios antagonistas que lo bloqueen, con el fin de normalizar el lagrimeo [27].

Todos los recientes descubrimientos que relacionan la alteracion funcional de TRPM8 con gran variedad de
patologias, como las respiratorias, las dermatoldgicas y las gastrointestinales, determinan un nuevo marco de estudio,
enfocado en la modulacién de su actividad. Consecuentemente, se estan estableciendo nuevas lineas de investigacion para
el estudio terapéutico de moléculas, obtenidas a partir de quimiotecas naturales o sintéticas, que permitan explotar su
potencial. Basandonos en la modulacion positiva del mentol en TRPM8, se han desarrollado quimiotecas a partir de este
compuesto, con la intencién de encontrar algin posible farmaco con menores efectos de irritacién, inflamacion y malestar
general que los ocasionados por el mentol. Los compuestos, suministrados por el grupo del Doctor Giancesare Tron de la
Universita del Piemonte Orientale, Novara, Italia, fueron estudiados mediante técnicas de cribado de alto rendimiento para

caracterizarlos farmacol6gicamente.
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2. Antecedentes y objetivos

Actualmente, no existen tratamientos farmacolégicos con compuestos basados en el mentol, aunque si son
ampliamente utilizados para la cosmética y la higiene, como es el caso del WS-12, derivado del mentol con una EC50 de
1215 uM [28]. Una de las caracteristicas que hace a WS-12 atractivo como compuesto, es la incapacidad de producir
taquifilaxia en el canal, pudiendo ser usado como agonista continuo, aunque sin utilidad a modo de bloqueador. Por esta
razon, se trata de buscar moduladores de TRPM8 cuya desensibilizacién o taquifilaxia pueda utilizarse para evitar la
actividad del canal, con la intencién de no utilizar bloqueadores de TRPMS8, que pueden producir efectos secundarios
indeseables debido a la gran diversidad de funciones reguladas por el canal y su importancia fisiolégica como es el caso de

la regulacion de la temperatura corporal.

En lo que respecta al mecanismo de accién, se observd que el compuesto WS-12 podia inducir la activacion
méaxima del canal en ausencia de calcio extracelular y tampoco se veia afectada en soluciones acidificadas, situaciones
comunes con el mentol y diferentes de la icilina, la cual requiere calcio extracelular para activar a TRPM8 y cuyo efecto en el
canal es bloqueado por pH acido. A pesar de estas diferencias, el mentol y la icilina tienen una eficacia farmacolégica

similar [29].

Una de las posibles aplicaciones de los agonistas de TRPM8 es su uso como analgésicos, debido a la implicacion
de estos canales en las vias de transduccion del dolor. Actualmente, los opioides, como la morfina, son compuestos
ampliamente utilizados como analgésicos que actlian sobre diferentes proteinas acopladas a proteinas G, teniendo efectos
inhibitorios de la sinapsis. Tienen consecuencias en el estado de &nimo, en la dependencia fisica y diversos efectos por el
abuso de su consumo, razones que determinan la urgencia del descubrimiento de nuevos farmacos que faciliten la
dosificacion y el tratamiento para los pacientes, atenuando los efectos secundarios de la medicacion y normalizando la
dosis. Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son otros analgésicos que tienen como dianas a las enzimas
ciclooxigenasas (COX), involucradas en la produccion de prostaglandinas, y cuya inhibicion se traduce en la disminucion de

la sensibilizacion de neuronas somatosensoriales, con efectos secundarios cardiovasculares o gastrointestinales [30, 31].

La hipersensibilidad a frio en los pacientes que reciben oxaliplatino como tratamientos quimioterapéuticos, es un
efecto secundario que obliga a parar de administrar este agente citotoxico. Debido a la vinculacién de TRPM8 con la
sensibilidad a frio, se pueden utilizar moduladores de la actividad de TRPM8 para paliar los efectos secundarios a los que

esta medicacion conlleva, permitiendo la continuidad con el tratamiento [32].

En lo que respecta al cancer, el reciente descubrimiento del nexo entre las células tumorales y TRPM8 hace a este
canal una potencial diana terapéutica para tratar esta enfermedad, especialmente en el cancer de préstata. Los compuestos
utilizados actualmente en quimioterapia afectan al tejido objetivo y a otros tipos celulares, lo que desemboca en multiples
efectos secundarios en el paciente. Consecuentemente, la busqueda de nuevos compuestos que impidan la proliferacion de
las células tumorales o disminuyan su viabilidad celular, sin afectar a las células no tumorales es primordial. En la patologia
del ojo seco, es trascendental el desarrollo de nuevos compuestos basados en la estimulacién de la produccién lagrimal

gracias a la activacién del canal TRPM8 [22].
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El area de investigacion para el cribado de compuestos que afectan a la actividad de TRPM8 es fundamental para
mejorar los tratamientos y reducir los efectos secundarios con respecto a la medicacion actual. La principal familia
investigada es la TRP, especialmente TRPV1 y TRPM8 (aunque serd TRPM8 el canal principal sobre el cual se efectuara
este estudio). El conocimiento exhaustivo del funcionamiento de los diferentes mecanismos de desensibilizacion de TRPM8,
permite explotar el potencial farmacologico de los agonistas del canal, obteniendo el efecto terapéutico deseado y evitando
el uso de antagonistas. Actualmente, ya existen farmacos dirigidos a canales TRP que se basan en el uso de agonistas
aprovechando la desensibilizacién, como es el caso de la capsaicina, agonista del canal TRPV1 que produce su
desensibilizacion y por tanto actlia como analgésico. Cabe destacar, la notable importancia de encontrar derivados del
mentol para utilizar en los tratamientos, y evitar los efectos secundarios que el mentol ocasiona, como la irritacion, el
escozor y la picazén. En este trabajo, se pretenden hallar compuestos derivados del mentol que no tengan los efectos

adversos de éste, y con propiedades farmacologicas mejores o similares.

Es por todo ello que los objetivos del trabajo es emplear los conocimientos teéricos adquiridos a lo largo del grado

en un laboratorio de investigacion cientifica. En concreto:

- Realizar un cribado de alto rendimiento con la intencion de encontrar nuevos compuestos moduladores de
TRPMS.
- Establecer sus propiedades farmacoldgicas para determinar su potencial terapéutico:
o Caracterizar la potencia.
o Definir la citotoxicidad.
o Evaluar la taquifilaxia

- Realizar los estudios de relacion estructura-funcion.
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3. Materiales y métodos

3.1. Sistemas celulares

Para el estudio del canal TRPM8, se utilizaron células embrionarias de rifion humanas (HEK) a las cuales se les
transfectd un plasmido que contenia el gen del canal TRPM8 de rata (HEK-TRPMS). La expresion es modulada por la
exposicion al antibiético Geneticina 418 permitiendo obtener el canal de manera estable. Se cultivan en monocapa en medio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) con 10% de FBS (Fetal Bovine Serum), 1% Penicilina-Estreptomicina y 0.45
mg/ml de Geneticina 418, mantenidas a 37°C al 5% de COs2.

Los ensayos se han realizado con células con pases entre 20 y 40, siendo cada pase realizado en flask de 25 ml
cuando hay un 100% de confluencia, momento en el que se retira el medio y se tripsinizan. Para las medidas de actividad y
viabilidad celular se cultivan las células en placas de 96 pocillos pretratadas con polilisina a una densidad de 30000 y 10000

células por pocillo, respectivamente, y 20000 células por cristal de 12 mm en el caso de las medidas de Imagen de Calcio.

En lo que respecta a los ensayos de especificidad, se utilizaron células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y)
transfectadas con un plasmido que expresa de forma estable el canal TRPV1 de rata. Se cultivan en monocapa en medio
Earle’s Minimum Essential Medium with earle’s salt (EMEM) con 10% de FBS, 1% de aminodacidos no esenciales, 2 mM de
L-glutamina, 1% de Penicilina-Estreptomicina y 0.4 ug/mL de antibiético Puromicina. Las células fueron mantenidas a 37°C
al 5% de CO:. y usadas para los ensayos con un maximo de 20 pases, realizando cada pase en flask de 25 mL con una
confluencia superior al 90%. Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos pretratadas con polilisina diluida y a una

densidad de 40000 células por pocillos.

Para los ensayos de viabilidad celular se utilizaron células embrionarias de rifion HEK, cultivadas en monocapa en
medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) con 10% de FBS (Fetal Bovine Serum) y 1% Penicilina-Estreptomicina,
mantenidas a 37°C al 5% de CO: y utilizadas en los ensayos con pases entre 20 y 40, siendo cada pase realizado en flask
de 25 mL con una confluencia del 100%. Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos pretratadas con polilisina y a

una densidad de 10000 células por pocillo.

3.2. Medidas funcionales mediante técnicas fluorimétricas

Para realizar las medidas de funcidn, se utilizan sondas fluorescentes sensibles a calcio, en concreto, Fluo-4NW
(Lifestechnolgy) con Probenecid, detergente suave de baja toxicidad, que permite la entrada de la sonda en la célula e
inhibe a los transportadores de aniones organicos, evitando alteraciones en las medidas por el transporte de la sonda al
exterior celular. La union del calcio a la sonda producira un incremento en la fluorescencia, ya que la activacion del canal
TRPM8 supone un aumento de la concentracién de calcio citosolico que se traducira en un aumento en la intensidad de

fluorescencia.

Para llevar a cabo las medidas, se incuban las células durante 3 dias, se retira el medio de las células, y se afiade
100 pl de sonda en cada pocillo. Se deja incubar durante 30 minutos a 37°C, permitiendo a la célula incorporar la sonda
correctamente, y se mantienen a 30° durante 40 minutos, para aclimatar a las células. Transcurrido ese tiempo, se toman
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las medidas de fluorescencia con el lector de placas POLARstar Omega a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y
de emision de 520 nm. Durante las medidas, las células se encuentran a 30°C, y se realizan 20 ciclos, obteniéndose los
datos de cada uno de los pocillos en cada ciclo.

Una vez se han realizado los tres primeros ciclos, se afiaden los compuestos a cribar, 1 pl de AMTB 1 mM (N-(3-
Aminopropyl)-2-[(3-methylphenyl)methoxy]-N-(2-thienylmethyl)benzamide hydrochloride) (concentracion en pocillo de 10
MM) como control negativo y DMSO (Dimetil sulféxido) como control de vehiculo. Aquellos compuestos que actien como
agonistas daran lugar a un aumento en la fluorescencia. Antes de comenzar el ciclo 11, el lector dispensa en todos los
pocillos el agonista conocido, en este caso 10 pl de mentol a 1 mM (concentracion en pocillo de 100 uM), con la intencién
de diferenciar los compuestos que actian como antagonistas del canal, en cuyo caso no se observaria aumento en la

fluorescencia al afiadir el mentol.

Este procedimiento es el que permite conseguir mejores resultados con respecto a otros parametros de
temperatura y tiempo. Todos los resultados de fluorescencia se analizaran mediante el programa Excell. Los valores de
intensidad de fluorescencia permitiran identificar si los compuestos son agonistas o antagonistas y determinar su potencia

con un ensayo de dosis-respuesta.

Para validar el ensayo, se realiza el calculo del factor Z, que debe encontrarse entre 0.5 y 1 para considerar el

ensayo fiable. El factor Z se define con la siguiente expresion:

_3-(a++o_)

Z=1
[y —p|

Los valores de p-+ y u- son los valores promedio de la diferencia de fluorescencia entre el ciclo 10 y ciclo 11 de los
controles positivos y negativos, respectivamente. Los valores o+ y o- son los valores de desviacidon estadndar de las

diferencias calculadas de controles positivos y negativos, respectivamente.

Para asignar a los compuestos un comportamiento agonista o antagonista, se representa graficamente la intensidad
de fluorescencia frente al nimero de ciclos. El disefio del experimento esta programado para que el POLARstar Omega
inyecte mentol en todos los pocillos en el ciclo 10. Como controles, se utilizan algunos pocillos en los que solo se afiade
mentol tras el ciclo 10 (control positivo), y otros pocillos a los que se afiade AMTB tras el ciclo 3 y mentol tras el ciclo 10

(control negativo) (Figura 6).

12
Celia Cordero Sanchez 49085075Q



= b

5 60000- -
S * —— Positivo
o —— Negativo
O 450004 a

(7]

e

5 ‘

T 300001

° - g—p—a—

o

Z 15000+

S

0

C

_.q_,') 0 T T T T T T T T T T

£ 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 2

n° de ciclos

Figura 6 .- Registro representativo de fluorescencia de células HEK-TRPM8. Se representa de color
azul el control positivo, 10 ul de mentol a 1mM, el cual es afiadlido tras el ciclo 10 (b). Se observa en rojo
el control negativo, AMTB, afiadido tras el ciclo 3 (a). Tras el ciclo 10 se afiade el mentol (b) y no se
detecta aumento en la fluorescencia debido al bloqueo del canal.

Aquellos compuestos que se comporten como agonistas presentaran un incremento de fluorescencia significativo en
el ciclo 4 (Figura 7). En el caso de los antagonistas, no se observara un aumento en la intensidad de fluorescencia en el
ciclo 11. Dentro de los antagonistas pueden haber diferentes formas de modular al canal, de manera que pueden aparecer

antagonistas parciales, que no permiten el 100% de activacion del canal por parte del mentol.

b
60000+ ,
a —— Agonista
—— Antagonista parcial
45000+ :
* —— Antagonista

300004

15000+

0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
n° de ciclos

Intensidad de Fluorescencia (u)

Figura 7.- Comportamiento de los diferentes posibles compuestos en HEK-TRPMS. El azul representa el agonista,
afiadido tras el ciclo 3(a), en el que se observa la activacion del canal gracias al incremento de fluorescencia. En el caso de
ser un antagonista parcial, es afiadido tras el ciclo 3 (a) y se observara que no se obtiene la totalidad de la actividad del
canal cuando se afiade el mentol tras el ciclo 10 (b), representado en color verde. De color rojo se observa la accion del
antagonista, afiadido antes del ciclo 4 (a), sin aparecer actividad ante la presencia de mentol (b).
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. Se procede a realizar el calculo de la actividad, expresado en porcentaje de activacion o inhibicién segun su
comportamiento:

IF,; —IF,;
% Activacién = P—( ciclo 4 ctcloS) -100
[ (A[Fcontrol)ciclo4—ci0103

Para el calculo de la potencia, el ensayo de fluorometria se realiza con diferentes concentraciones del compuesto a
estudiar. Para ello, se representa graficamente el porcentaje de activacion frente a la concentracion en el programa de

calculo de Graphpad Prism 5.0, y se realiza un ajuste a la ecuacién de Hill.

¥ = Vinax * ez 3 Siendo Viar Un 100%y el valor k la EC50.

Los valores han sido normalizados con respecto a la maxima sefial obtenida con el compuesto, en el que el 100% la

actividad maxima.

3.3 Imagen de Calcio

Ademas de las medidas funcionales y cribado de alto rendimiento con fluorescencia en POLARstar Omega, se han
tomado medidas de actividad con técnicas de Imagen de Calcio con la intencién de obtener registros de una sola célula y
por tanto ganar resolucion. Este dispositivo permite ver gracias a sondas fluorescentes de calcio, el aumento de la
concentracién de calcio citosélico en cada célula, permitiendo obtener imagenes de las células y la intensidad de

fluorescencia en ellas.

Las células se incuban durante 24 horas, y se mantienen 90 minutos con la sonda, 3 pl de Fluo4 (Lifestecnology) a
2 ug/ul (6ug/mL) y 2.5 pl de detergente, acido plurénico a 20 % en DMSO, en 1 mL de HBSS 1x. La técnica se basa en
tener registros individuales de la fluorescencia en un campo de células, en el que debe mantenerse un flujo constante de
buffer HBSS 1x (5 mL/minuto) para evitar la muerte celular. En los experimentos de taquifilaxia programados, se perfunde

durante 30 segundos el buffer, seguidos de 3 pulsos de agonista de 30 segundos intercalados con 360 segundos de buffer.

34 Ensayo de viabilidad celular MTT

Para realizar los ensayos de viabilidad celular se utiliza la técnica del MTT, ensayo colorimétrico basado en la
medida de absorbancia de cristales de formazan. Los cristales de formazén son resultado de la reduccion metabdlica del
Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol por la succinato-deshidrogenasa, permitiendo determinar la
funcionalidad mitocondrial. Las medidas de absorbancia obtenidas seran proporcionales a la viabilidad celular, dado que
seran las células viables las que tengan activa esta enzima. Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983 vy
modificado en 1986 por Francois Denizot y Rita Lang [33].

La placa sera utilizada tras 3 dias de incubacion a 37°C a 5% de COz, momento en el que se afiadiran los
compuestos a estudiar. Al estar trabajando con TRPMS8, se utilizara 1 ul de mentol a 10 mM, es decir, a una concentracion
en pocillo de 100 uM como control de muerte celular por la apertura del canal y control negativo 3 pl de RIPA, con el fin de

observar la muerte celular maxima ocasionada por el detergente. El control del vehiculo sera 1 ul de DMSO, debido a que
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es el disolvente en el que se encontraran los compuestos. Como control positivo se utilizaran pocillos a los que no se les ha
afiadido ninglin compuesto. Una vez afiadidos los compuestos, se incuba la placa durante 24 horas a 37°C, y se afiaden 5
pl de MTT a 5mg/ml en disolucién de PBS. Se incuba durante 4 horas a 37°C, durante las cuales se formaran los cristales
de formazan. A continuacion, se retira el medio, se le afiaden 100 pl de DMSO, y se mantiene a temperatura ambiente
durante 10 minutos permitiendo la rotura de las células y la disolucién de los cristales. En todo momento, la placa debe ser
protegida de la luz, debido a la fotosensibilidad del MTT. Se realizan las medidas a 560 nm y a 630 nm, como filtro de

referencia. Se relacionara directamente el nimero de células viables y la cantidad de cristales de formazan liberados.

El porcentaje de citotoxicidad se define con la siguiente expresion:

D.O.células tratadas

% Citotoxicidad = -100%

D.O.células control+

3.5 Docking

Las simulaciones de Modelado Molecular se realizaron a través del servidor proteo.ibmc.umh.es, ejecutando Yasara

para el célculo en pUTTY, con el comando:

“nohup /home/1402_1516/celia.corderoMB/yasara/yasara -txt dock_run.mer > informe.txt”

Con él se obtenian los resultados del calculo de docking, con runs= 500 y utilizando “AutodockLGA” del macro
“dock_run.mcr”. EI modelo pdb del canal TRPM8 se obtuvo realizando las modificaciones pertinentes en el modelo del canal
TRPV1 (PDB: 3J5P). Para el docking local de caracter semiflexible, se ha utilizado Yasara, el macro “dock_runlocal.mcr’,
con 100 runs y el método “AutodockLGA”. Para este procedimiento se mantuvo el receptor rigido, exceptuando las cadenas

laterales de los aminoacidos con los que interaccionaba en el docking global y el ligando, que tendrian caracter flexible.
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4. Resultados obtenidos

4.1  Cribado de compuestos derivados de mentol

La familia de compuestos derivados de mentol esta formada por 27 miembros, los cuales fueron ensayados para
medir el efecto sobre la actividad del canal TRPM8 en células HEK-TRPM8 mediante técnicas fluorescentes tal y como se

detalla en el apartado 3.2 de Materiales y métodos. Se seleccionaron aquellos compuestos que presentaron mayor actividad

que el mentol para continuar los estudios (Figura 8). Todos los ensayos de actividad fueron realizados por triplicado.

400+

300+

200+

10040 F-bF- bbb gy T T

Efecto (%)

-100-
NUD B D O D D ONNIADADADNONN D

-200+ Compuestos

Figura 8.- Representacion resumen del Recopilatorio. Aparecen los porcentajes de actividad de los compuestos
pertenecientes a la familia a una concentracion de 100 uM. El mentol a 100 uM es la referencia a partil del cual se han

realizado los célculos. Se muestran como controles el AMTB, mostrando el bloqueo, y el WS-12.

Las estructuras quimicas de los compuestos cribados estan representadas en la figura 9.
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Figura 9.- Quimioteca. Estructura quimica basada en mentol: R representa los sustituyentes especificos de los compuestos. Se
muestran los diferentes sustituyentes clasificados en radicales aromaticos y radicales alquilicos y ciclico.
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Se probaron los compuestos seleccionados, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9, en presencia del bloqueador AMTB a 10 uM
para comprobar que la intensidad de fluorescencia observada corresponde con la actividad del canal (Figura 10). El
compuesto 10 no fue seleccionado dada a la dificultad de purificarlo, y por tanto tener muchas impurezas. En el caso de que
en el ensayo se mantuviera en el registro el pico de intensidad, puede que el compuesto esté afectando a la permeabilidad

de la membrana o activando otros mecanismos, hecho que ocurre para los compuestos 5,6, 7, 8 y 9.
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Figura 10.- Ensayo representativo de la activacion del canal TRPM8 por el compuesto 2. En color
azul se presenta la actividad del canal en presencia de mentol, afiadido tras el ciclo 10 (b). En color rojo,
se presenta la actividad de TRPM8 en presencia de AMTB, habiendo sido afiadido junto al compuesto 2
tras el ciclo 3 (a) y mentol tras el ciclo 10 (b). En color verde viene representada las medidas de actividad
del canal cuando se afiade el compuesto 2 tras el ciclo 3 (a) y mentol tras el ciclo 10 (b).

4.2 Ensayos de especificidad

Para comprobar la especificidad de los compuestos seleccionados, se midié en células de neuroglioblastoma
humano (SH-SY5Y) que expresan el canal TRPV1 la actividad producida por los compuestos en presencia y ausencia de
rojo rutenio, antagonista del canal TRPV1, para determinar si la fluorescencia observada es por la actividad deTRPV1. Los
compuestos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 presentaron una ligera activacion, que era inhibida con rojo rutenio, en ningiin caso
superando el 40% (Figura 11). El compuesto 9 presentd actividad que no era inhibida por rojo rutenio, pudiendo implicar la

alteracioén en la permeabilidad de membrana o muerte celular.
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Figura 11 .- Representacién resumen de los resultados de los ensayos de especificidad. Aparecen los porcentajes de
actividad de los compuestos seleccionados a una concentracion de 100 uM en el canal TRPV1. Se utilizan como controles
el rojo rutenio, mostrando el bloqueo y la capsaicina, mostrando la activacion.
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Figura 12.- Registro representativo de la actividad del canal TRPV1 por el compuesto 2. En color azul se presenta la
actividad del canal en presencia de capsaicina a 10 uM, afiadido tras el ciclo 10 (b). En color rojo se presenta la actividad de
TRPV1 en presencia de rojo rutenio a 10 uM, habiendo sido afiadido junto al compuesto 2 tras el ciclo 3 (a) y mentol tras el
ciclo 10 (b). En color verde viene representada las medidas de actividad del canal cuando se afiade el compuesto 2 tras el
ciclo 3 (a) y mentol tras el ciclo 10 (b).
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4.3  Caracterizacion de la potencia

Se determind la potencia de los compuestos que fueron seleccionados calculando el EC50, gracias a los ensayos de
dosis-respuesta realizados. Para ello se registraron la actividad ocasionada para 6 concentraciones diferentes de
compuesto El calculo de la EC50 fue realizado por el programa Graphpad Prism 5, cuyos resultados se muestran los
expuestos en la figura 13B.

A 110+
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40+

Respuesta (%)

30+
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10+

0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
Concentracion (uM)

B Compuestos EC50+sd (uM) Compuestos EC50 £sd (uM)
1 20.02+1.69 6 54.16+1.86
2 18.83+1.83 7 25.79+2.07
3 56.26+1.36 8 39.06+1.65
4 0.14+1.62 9 20.06+2.02
5 34.88+1.61

Figura 13.- (A) Representacion grafica de la dosis respuesta del Compuesto 2. Los resultados han sido normalizados a la
actividad del canal, por lo que el 100% corresponde a la maxima actividad del canal producida por el compuesto. El estudio ha
sido realizado por triplicado, obteniendo un total de 9 muestras. (B) Tabla esquematica con las EC50 de los compuestos
estudiados. Los datos fueron obtenidos por Graphpad Prims 5.0.
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4.4 Evaluacion de la citotoxicidad

En primer lugar, se hicieron ensayos de citotoxicidad para el AMTB y el mentol, para determinar las concentraciones
que se utilizarian en los experimentos en las células HEK-TRPM8 (Figura 14).
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Figura 14.- Resultados de los ensayos de viabilidad celular en HEK-TRPM8. Se ensayaron concentraciones

diferentes de mentol y AMTB.

Por otra parte, se estudid la citotoxicidad de los compuestos en las células HEK-TRPMS a la concentracion de 100
MM, con el fin de comparar los resultados con la EC50 del mentol (100 uM). Las medidas de MTT muestran que la mayoria
de compuestos son toxicos a 100 uM, sin embargo, en todos los casos se determina los compuestos son significativamente

menos toxicos que el mentol (Figura 15).
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Figura 15.- Viabilidad celular en células HEK-TRPMS. Se observan los datos obtenidos de viabilidad celular en
porcentaje a una concentracion de 100 uM. Los datos obtenidos fueron analizados con t-student para determinar
si eran estadisticamente significativos (***).
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Viabilidad Celular (%)

Adicionalmente, se realizaron pruebas de viabilidad celular en HEK sin TRPM8 con la intencién de determinar si la
muerte celular registrada en las células HEK-TRPM8 es causada por la apertura del canal o por algin otro mecanismo de
accion (Figura 16).
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Figura 16.- Viabilidad celular en células HEK. Se observan los datos obtenidos de viabilidad celular en porcentaje
a una concentracion de 100 uM. Los datos obtenidos fueron analizados con t-student para determinar si eran
estadisticamente  significativos, marcados con (***) o (**). Aquellos que no tengan marcas no fueron
estadisticamente significativos, por lo que serian igual de toxicos que el mentol.

4.5 Imagen de Calcio

Se realizaron los ensayos con uno de los compuestos seleccionados con el fin de evaluar la capacidad de
taquifilaxia en el canal TRPM8, el compuesto 2. El protocolo utilizado fue la administracién de 3 pulsos de compuesto,
intercalados por lavados con buffer HBSS. Se procedié a estudiar la taquifilaxia del canal por el mentol a 0.3 mM (Figura
17A) y por el compuesto 2 a 100 uM (Figura 17B), y se observa que la intensidad de fluorescencia de cada uno de los
picos, disminuye progresivamente. Para la experimentacion se eligié al compuesto 2 entre los 3 compuestos posibles (1, 2y
4) ya que sus efectos en animales fueron previamente demostrados por el grupo del Dr. Carlos Belmonte del Instituto de
Neurociencias de la Universidad Miguel Hernandez.
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Figura 17.- Estudio de taquifilaxia en TRPM8. (Mentol) La figura representa un ensayo de Imagen de Calcio en un campo de
células, donde se administraron 3 pulsos de mentol 0.3 mM durante 30 segundos, con 6 minutos de buffer (HBSS 1x) entre pulsos.
(Compuesto 2) La figura representa un ensayo de Imagen de Calcio en un campo de células, donde se administraron 3 pulsos de
compuesto 2 a 100 uM durante 30 sequndos, con 5 minutos de buffer (HBSS 1x) entre pulsos. (A) Se muestra en el diagrama, la
relacion entre los picos de mentol aplicados durante el ensayo. (B) Tabla que recoge las intensidades de fluorescencia.
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46 SAR

Se han llevado a cabo estudios de andlisis de relacién actividad-estructura con el fin de identificar cuales son las
posiciones atdmicas que favorecen la actividad para poder disefiar especificamente compuestos quimicos (Figura 18). Para
ello se han tomado los porcentajes de actividad a 100 uM con respecto al mentol 100 uM y se han comparado las

estructuras quimicas de los compuestos.

Compuesto Gfupo Actividad+sd Compuesto G[upo Actividad+sd
quimico (%) a 100M quimico (%) a 100M
1 176.85+12.71 15 N 78.74151.1
2 B 143.64+18.61 16 0 75.56+13.25
3 c 96.88+17.54 17 p 68.99+7.82
4 G 11949 18 Q 93.51+12.52
5 E 288.00+27.21 19 R 39.39£9.97
6 F 255420 20 S 69.24+16.38
7 D 168.00+13.09 21 T 40.30+634
8 H 139.00£0.83 22 U 93.27+10.67
9 | 156.00£13.12 23 Vi 54.62+2.61
10 i 102.38+11.26 24 W 67.2549.55
1 J 85.9+46.55 25 X 58.52+9.75
12 K 71.19£18.60 26 Y 81.40£30.64
13 L 72.24+15.45 27 Z 61.35+23.75
14 M 68.46+32.71

Figura 18.- Tabla resumen con las propiedades farmacolégicas de los compuestos. Se indican los grupos
quimicos de los compuestos y el porcentaje de actividad a 100 uM con respecto al mentol 100 uM (100%).

4.7 Docking

Se han realizado experimentos de docking, in silico, para estimar los residuos con los que interaccionan los
compuestos. Dada sus estructuras, basadas en el esqueleto quimico del mentol, se ha analizado el docking suponiendo que
el sitio de unién es comun con el mentol, en el que el aminoacido Y745 es el principal implicado. Tras hacer los analisis de
manera global, se eligié el clustal en el que el compuesto interaccionaba con dicha tirosina, determinando a su vez cuales
eran el resto de aminoacidos implicados. Posteriormente, se realizd el docking local de caracter semiflexible, con la

intencién de encontrar la orientacién méas probable, con una mejor energia de unién.

El docking global del compuesto 2, el cual presentaba mejores caracteristicas farmacologicas, dio como resultado
196 clustals, de los cuales 2 interaccionaban con la Y745. Se hizo el docking local con las cadenas laterales de los residuos,
K719, Y726, Y738, N741, Y745, S820 e Y826 libres. Se observd que interaccionaba con todos ellos a través de
interacciones hidrofébicas, con los aminodcidos F712, P716, W725, P734, V737, 1813 y K822 y formaba puentes de
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hidrogeno entre la Y826 y los nitrégenos del anillo. Los calculos dieron lugar a 6 clustals, de los cuales se eligié la opcion
con una energia de union de 7.54 Kcal/mol (Figura 19).

El docking global del compuesto 19, que presentaba la menor actividad, obtuvo 285 resultados, de los cuales 4
interaccionaban con la Y745. Se hizo el docking local con las cadenas laterales de los residuos K719, Y726, Y727, F738 e
Y745 libres. En los resultados obtenidos, ademéas de con estos residuos, la molécula interaccionaba con las cadenas
laterales de los aminoacidos P716, P734, V737, N741 y L817, todos con interacciones hidrofébicas y con la Y745 por un
puente de hidrégeno. Los célculos obtenidos fueron de 10 clustals, de los cuales se eligid la opcién con energia 6.83
Kcal/mol (Figura 20).

Los aminoéacidos P716, K719, Y726, P734, V737, F738, N741 e Y745 son comunes en los resultados de docking de
ambos compuestos. Los aminoacidos F712, W725, 1813, S820, K822 e Y826 solo interaccionan con el compuesto 2,
mientras que los aminodcidos Y727 y L817 interaccionan con el compuesto 19. En ambos tiene lugar la formacion de
puentes de hidrégeno con la Y826 y con la Y745, respectivamente, y sus energias de union son diferentes, siendo la del

compuesto 2 mayor que la del compuesto 19.

=

Figura 19.- Resultado Docking. Resultado docking local para el compuesto 2.

Figura 20.- Resultado Docking. Resultado docking local para el compuesto 19.
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Se realizaron los ensayos de docking para los compuestos candidatos, 1, 2 y 4, y para los compuestos que menor
actividad presentaban a 100 uM, compuestos 19, 21, 23 y 25, determinandose la energia de unién y los amino&cidos con

los que interaccionan cada uno de ellos (Figura 21).

Compuesto 1 2 4 19 21 23 25
=, Urités 8,06 7,54 8,33 6,83 6,53 6,77 6,16
(Kcal/mol)
F712 F712 F712
K715 K715 K715 K715 K715
P716 P716 P716 P716 P716
K719 K719 K719 K719
W725 W725
Y726 Y726 Y726 Y726 Y726
Y727
P734 P734 P734
F735
Aminoacidos V737 V737 V737 V737 V737
con los que
teracesionan | F739 F738 F738 F738 F738 F738 F738
N 741 N741 N741 N741
V742 V742 V742
Y745 Y745 Y745 Y745 Y745* Y745 Y745
1813
L817 L817 1817 1817 1817 1817
5820 5820
K822
Y826 Y826+ Y826 Y826 Y826
V830

Figura 21.- Tabla resumen con las energias de union (Kcal/mol) y los aminoacidos que interaccionan con los
compuestos. Se marcan (*) aquellos aminodcidos con los que interaccionaban los compuestos con puentes de hidrégeno.
Los compuestos 1, 2 y 4 son aquellos candidatos con mayor potencial farmacoldgico, y los compuestos 19, 21, 23 y 25 los
que menor actividad presentaban a 100 uM

4.8 Ensayos in vivo

Basandonos en el papel del canal TRPM8 en la patologia asociada al ojo seco [26] se considerd oportuno probar el
efecto agonista de uno de los compuestos seleccionados sobre el lagrimeo en un modelo animal. Se usaron cobayas para
determinar si la exposicidn ocular al compuesto daba lugar a un aumento en el lagrimeo [26]. Se utilizaron hilos de rojo
fenol, aplicado en el canto nasal del parpado inferior durante 30 segundos, midiendo la distancia en mm que recorre la
lagrima. Se probaron a 10 uM los compuestos WS-12 y 2, uno de los compuestos con potencial farmacolégico, y mentol a
200 uM (Figura 22) [34]. Los procedimientos fueron realizados por el grupo del Dr. Carlos Belmonte del Instituto de

Neurociencias de la Universidad Miguel Hernandez.
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Figura 22.- Representacion grafica de los resultados de lagrimeo en cobayas. Se presentan los resultados del mentol a
200 uM y de los compuestos WS-12, 2, a 10 uM.
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5. Discusion

5.1  Cribado de compuestos, ensayos de especificidad y caracterizacion de la potencia.

El cribado de alto rendimiento (HTS) se ha realizado empleando técnicas fluorimétricas basadas en sondas de
calcio, que permiten caracterizar y determinar el potencial farmacolégico de los compuestos estudiados. En este trabajo se
han cribado 27 compuestos derivados del mentol, todos ellos agonistas del canal y de los cuales los compuestos 1, 2, 3, 4,
5, 6,7, 8 y 9 fueron elegidos para continuar su caracterizacion dado que presentaban una actividad mayor que la del mentol

a la concentracién de 100 pM.

Los compuestos 5, 6, 7, 8 y 9 fueron descartados como posibles moléculas con potencial farmacologico, dado que
la actividad observada se mantenia en presencia del antagonista del canal: AMTB, sugiriendo que los compuestos podrian

actuar de forma inespecifica o bien estarian alterando la permeabilidad de la membrana.

Los ensayos de especificidad en células de neuroglioblastoma humano transfectado con TRPV1 determinaron que
los compuestos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, activaban el canal y ademas, la actividad era bloqueada en presencia de rojo rutenio,
antagonista de TRPV1. A pesar de ello, las actividades méximas obtenidas no superaban el 40%, por lo que fueron
descartados como posibles moduladores del canal TRPV1, y considerados especificos de TRPMS8. La actividad que
presentaba el compuesto 9 no era bloqueado por el antagonista, por lo que también quedd descartado como posible
modulador de TRPV1.

Adicionalmente, se calculo el valor de la EC50 de los compuestos normalizando al 100% de su respuesta, para
conocer la potencia de cada uno de ellos. En todos los casos, la EC50 es menor que la del mentol concluyéndose que los 9
compuestos son mas potentes que el mentol, cuya EC50 es 100 uM. El méas potente de ellos resultd ser el compuesto 4
(0.14+1.62 pM), seguido de los compuestos 2 (18.83+1.83 uM) y 1 (20.02£1.69 pM), también candidatos con gran
potencial farmacoldgico y los compuestos 9 (20.06+£2.02 uM) y 7 (25.79+2.07 uM), anteriormente descartados.

Esta técnica ha demostrado tener alta sensibilidad para la identificacién de moduladores de TRPM8 y la capacidad
de detectar los falsos positivos. Su reproducibilidad se ve reflejada en las pequefias desviaciones obtenidas y en los valores
Z determinados en cada experimento, siempre superiores al 0.5, lo que implica que la relacién sefial/ruido es muy alta. Sin
embargo, debe acudirse a técnicas electrofisiologicas para continuar el estudio y determinar otras caracteristicas

farmacoldgicas, como el mecanismo de actuacion y las cinéticas de apertura y cierre del canal.

5.2 Evaluacion de la citotoxicidad

Los analisis estadisticos realizados en los resultados de los ensayos de viabilidad celular en HEK-TRPMS,
permitieron definir las diferencias significativas comparando la muerte celular de los compuestos a una concentracion de
100 uM con la del mentol a 100 pM. En todos los casos la citotoxicidad observada por parte de los compuestos era
significativamente menor que la provocada por el mentol. Este hecho hace que los compuestos sean de gran interés, dado

que las propiedades citotdxicas del mentol se ven mejoradas.
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En lo que respecta a los ensayos de citotoxicidad en HEK, se demostré que el compuesto 3 era significativamente
mas toxico para las células que el mentol, por lo que quedd descartado. Los compuestos 1, 2 y 8 resultaron ser igual de
toxicos para las HEK que el mentol, por lo que no se mejora en toxicidad, pero tampoco quedan descartados. En el caso de

los compuestos 4, 5,6, 7 y 9, la toxicidad era significativamente menor que la del mentol en estas células.

5.3 Imagen de Calcio

Los protocolos seguidos en los ensayos de Imagen de calcio se describen en el apartado 4.5 de Resultados. Los
ensayos de Imagen de calcio se llevaron a cabo con el mentol y con el compuesto 2, con la intencion de observar la
capacidad de inducir taquifilaxia en el canal TRPM8. El experimento revel6 que el mentol a 100 uM tenia una intensidad de
fluorescencia en los picos menor que la del compuesto 2 a 100 uM, demostrando la potencia del compuesto 2 frente al
mentol. Paralelamente, se observa que el compuesto 2 tiene la capacidad de producir taquifilaxia, siendo los tiempos para
llegar a la fluorescencia basal menores que la del mentol. Consecuentemente, el compuesto 2 seria un candidato con
potencial farmacologico que, gracias a la capacidad de inducir taquifilaxia, podria utilizarse como modulador negativo del
canal TRPM8. Los ensayos de taquifilaxia en los compuestos 1y 4 serian relevantes, para continuar la determinacion de

sus potenciales farmacoldgicos.
54 SAR

En lo que respecta a los analisis funcidn-estructura, se relacionaron las estructuras de los sustituyentes de los

compuestos y los datos obtenidos en la experimentacion.

Se ha demostrado que los sustituyentes basados en cadenas alquilicas (Compuestos 8 y 9) o en un grupo cetona
que introduce a un grupo fenilo (Compuestos 3, 5, 6 y 7) no son adecuados para el desarrollo farmacolégico de activadores
de TRPMB8 ya que resultaron no ser especificos sobre el canal al no ser bloqueables por AMTB o ser toxicos (Figura 23 y
24).
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Figura 23.- Estructuras quimicas de los
sustituyentes del compuesto 8 (A) y del
compuesto 9 (B).

Figura 24.- Estructuras quimicas de los
sustituyentes de los compuestos 3 (A), 5 (B),

6(C)y7 (D).
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Los sustituyentes representados en la figura 25 A /N B D

tienen en comun la presencia de dos bencenos @’D Q
enlazados de diferentes modos (Compuestos 14, 15,

16, 18 y 21), estructuras que quedan descartadas como C D o E »
base para sintetizar moduladores del canal por

presentar una actividad a 100 uM menor que la del ‘;ﬁ\ _ D
mentol. D“@

Figura 25.- Estructura quimica de los sustituyentes de
los compuestos 14 (A), 15 (B), 16 (C), 18(D) y 21 (E)

HO El sustituyente basado en un grupo hidroxi-ciclohexano (Compuesto

4) tiene estructura diferente a los demas. La actividad observada en el
canal en su presencia es similar a la del mentol y la toxicidad es menor que
la de este, por lo que seria una buena base para disefiar nuevos

Figura 26.- Estructura quimica del
sustituyente del compuesto 4. compuestos activadores del canal TRPM8 (Figura 26).

Los compuestos cuyos sustituyentes se basan en un
grupo fenil y piridina promueven una actividad en el canal A
mayor que la del mentol, presentan menor toxicidad en HEK-
TRPM8 vy toxicidad parecida en HEK que la de este,

(Compuestos 1y 2, Figura 27). Las estructuras quimicas son

parecidas entre si, diferenciandose en la presencia de un

nitrégeno en el anillo. Se concluye que estos sustituyentes son

buenas bases para el desarrollo de nuevos compuestos con Figura 27.- Estructura quimica de los sustituyentes

. - . de los compuestos 1 (A) y 2 (B)
potencial farmacol6gico que modulen la actividad de TRPMS.

8.5 Docking

El docking realizado se llevo a cabo con el programa YASARA, permitiendo determinar los posibles sitios de unién
de los compuestos y las interacciones que tenia lugar. Para realizar el analisis de los resultados se tuvo en cuenta la Y745,
aminoécido establecido como critico para la activacion de TRPM8 por mentol [13, 17].

Se trata de estimar la estructura del compuesto que permite una mejor interaccion con el canal y aquellos
aminoacidos que permiten una mejor union con los compuestos. Mediante la comparacion de los resultados de docking,
tanto las energias de unién, como de los aminoacidos implicados en la interaccion y los resultados experimentales, se

pueden conocer los aminoacidos que intervienen en la interaccién con los compuestos. Se ha realizado una tabla (Figura
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28) en la que se plasman los aminoacidos que interaccionan con los compuestos que tienen un mayor potencial
farmacoldgico, compuestos 1, 2 y 4 (Candidatos), con algunos que fueron excluidos de la seleccién, compuestos 19, 21, 23
y 25 (Descartados) y aquellos que interaccionaban con compuestos tanto del grupo de los “Candidatos” como de los

“Descartados” (Comunes).

Solo 3 de los 7 compuestos forman puentes de hidrégeno, siendo el compuesto 2 con la Y826 y los compuestos 19
y 21 con la Y745. Las energias de union rondan las 8 Kcal/mol en los compuestos 1, 2 y 4, relacionados con una mayor
actividad y con gran potencial farmacolégico, mientras que en el caso de los compuestos 19, 21, 23 y 25 son cercanas a 6.5

Kcal/mol.

Comunes Candidatos Descartados
F712 K715 P716 W725 (C2y C4) Y727 (C19)
K719 Y726 P734 1813 (C2) Y735 (C21)
V737 F738 N741 S820 (C1yC2) V742 (C21,C23y C25)
Y745 L817 Y826 K822 (C2) V830 (C23)

Figura 28.- Tabla resumen de los resultados del docking. Aparecen los
aminoacidos que interaccionaban con compuestos de ambos grupos
(Comunes), con los compuestos 1, 2 y/o 4 (Candidatos) y con los
compuestos 19, 21, 23 y/o 25 (Descartados).

5.6 Ensayos in vivo

Con respecto la experimentacion animal realizada, se observa en los resultados que el compuestos 2 estimula mas
el lagrimeo que el mentol, a una concentracion 20 veces menor. Estas evidencias determinan que el compuesto 2 es una
molécula con gran potencial farmacoldgico y con alta probabilidad de funcionar en humanos, aunque seria necesario
continuar con la experimentacion. Haciendo los ensayos pertinentes, podria realizarse los estudios en Fase Clinica y llegar

al mercado como tratamiento para el 0jo seco.

Dado el disefio del protocolo experimental, en el que hay una Unica aplicacion del compuesto, no puede verse el
efecto de taquifilaxia del canal. Es por ello, que seria de notable importancia realizar ensayos en animales para determinar
si seria posible una estrategia de tratamiento con este compuesto, con la intencién de no observar efecto de taquifilaxia, y
definir la utilidad del compuesto como activador. Por otra parte, es relevante la experimentacién en modelos animales de
dolor y cancer, donde el mecanismo de accion del tratamiento estaria basado en la capacidad de producir taquifilaxia, y de

nuevo, disefiar el protocolo para tratar de utilizar el efecto como tratamiento.
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6. Conclusiones y proyeccion futura

En este estudio se han cribado 27 compuestos derivados del mentol, de los cuales el que mejores propiedades
farmacoldgicas presenta es el Compuesto 2, con una actividad del 143.64+18.60% a 100 uM y EC50 18.83+1.83 uM, una
toxicidad baja y, adicionalmente, es un potencial modulador negativo de TRPM8, gracias a la inhibicién ejercida por el efecto
de taquifilaxia en el canal. En consecuencia, se concluye que el mentol es una buena base para crear nuevos compuestos

con mejores caracteristicas farmacolégicas.

La relacion entre estructura-actividad es actualmente poco conocida, por lo que en el presente estudio se determina,
ademas de las caracteristicas farmacolégicas, las formas quimicas que favorecen o no a la activacion del canal TRPM8.
Para identificar los grupos quimicos que proporcionan esta informacion, se han analizado todos los compuestos del ensayo,
considerando las diferencias en los porcentajes de activacion a 100 uM. Finalmente se establecio que los compuestos con
mejores propiedades tenian un sustituyente basado en el benceno o piridina, y que la estructura quimica introducida por un

grupo cetona, seguida de un fenil disustituido, no es una buena base para el disefio de las moléculas.

A su vez, se han estimado los posibles sitios de union de dichos compuestos en el canal TRPM8 gracias a
programas de simulacion de Modelado Molecular. Tras identificar los residuos que interaccionaban con los compuestos, en
el sitio de unién a mentol (Y745), se realizd un docking local, de caracter semi-flexible, para determinar la orientacion
correcta del ligando con respeto al canal. El compuesto 2 presentd una energia de union alta con respecto a la del

compuesto 19, con menor porcentaje de actividad a 100 pM.

Gracias a toda la informacion obtenida, se puede determinar el farmacoforo idoneo para el sitio de unién a mentol
que activa al canal. La caracterizacion concreta de los grupos quimicos que favorecen la actividad y disminuyen la toxicidad
con respecto al mentol permite disefiar de manera especifica nuevos compuestos con mejores propiedades farmacologicas

y probarlos en laboratorio, con la intencidén de mejorar las propiedades farmacolégicas.

Una vez caracterizados los mejores compuestos, se podrian realizar ensayos de electrofisiologia que permitieran
determinar las cinéticas de apertura y cierre y el comportamiento de los compuestos, es decir, si son reguladores
alostéricos, competitivos 0 no competitivos. Adicionalmente, seria fundamental hacer ensayos de toxicidad que descarten
cualquier posible efecto en cardiomiocitos y en neuronas, con el fin de no desarrollar farmacos que puedan afectar
directamente a las funciones vitales. También seria imprescindible determinar la toxicidad en queratinocitos, para las

aplicaciones tdpicas del compuesto en el caso de analgésicos locales.

Para finalizar, se podrian hacer ensayos en animales con otras moléculas con potencial farmacologico en el
presente estudio. En este caso, se hicieron pruebas en animales para determinar la reversion del ojo seco, pero seria de
notable importancia continuar los estudios y realizar ensayos en otros modelos animales, como de dolor o de cancer, para

observar los efectos de analgesia y quimioterapéuticos.
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