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Resumen

El canal idnico TRPV1 constituye una diana terapéutica potencial en la busqueda de nuevos analgésicos
debido a suimplicacién en mecanismos de transduccion de sefiales nociceptivas. En concreto, participa
en la deteccién de estimulos nocivos de naturaleza mecanica, térmica y quimica, dando lugar a la
sensacion de dolor nociceptivo. Adicionalmente, su actividad se ha visto incrementada bajo
condiciones patoldgicas de dolor e inflamacion, por ello su modulacién supone un desafio en la
generacion de nuevas terapias mas seguras y efectivas. A lo largo de este trabajo, se ha avanzado en
la caracterizacion farmacolégica de compuestos derivados de la capsaicina, todos ellos moduladores
de este receptor, ya sean con actividad agonista como antagonista. Las técnicas de cribado de alto
rendimiento han permitido su identificacion inicial, a partir de la cual continuar con el estudio de
propiedades importantes para su posible aplicacién clinica, entre ellas potencia, citotoxicidad,
modelado molecular y selectividad. Como resultado de estos experimentos, los moduladores C12 y
C49 han mostrado ser potenciales candidatos para proseguir con su desarrollo como futuros farmacos

analgésicos.

Abstract

The TRPV1 ion channel is a potential therapeutic target in the search for new analgesics due to its
involvement in mechanisms of nociceptive signal transduction. Specifically, they participate in the
detection of noxious stimuli (mechanical, thermal and chemical), giving rise to nociceptive pain
sensation. Additionally, its activity is increased under pathological conditions of pain and
inflammation, thus its modulation is a challenge in the generation of new safer and more effective
therapies. Throughout this work, there has been progress in the pharmacological characterization of
compounds derived from capsaicin, all of them modulators of this receptor, either with agonist or
antagonist activity. High throughput screening techniques have allowed an initial identification, from
which to continue the study of important properties for its possible clinical application, including
potency, cytotoxicity, molecular modeling and selectivity. As a result, modulators C12 and C49 have

shown to be potential candidates to continue their development as future analgesic drugs.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Dolor y analgesia

La percepcién del dolor es una parte intrinseca de la vida. El término "doloroso" puede ser empleado
para describir tanto una lesién en el cuerpo como una emocién. Sin embargo, esta dicotomia presenta
su origen en la evolucién de la idea de dolor, el cual podria definirse actualmente como una sensacion
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especifica 0 emocional, iniciada por la actividad de neuronas periféricas y centrales™.

El dolor ha acompafiado al ser humano a lo largo de los afios. Por ello, tanto las teorias para intentar
explicar el porqué de su existencia, como las numerosas y a su vez diversas formas de combatirlo, han
evolucionado a lo largo de la historia de la humanidad. Desde culturas arcaicas a la actualidad, pasando
por Aristételes, quien definié el dolor como lo opuesto al placer, se le ha otorgado a la idea de dolor
desde origenes magicos, demoniacos y religiosos, hasta su comprensidn actual facilitada por la llegada

de los procedimientos empiricos y el método cientifico'.

El mundo a nuestro alrededor esta lleno de diferentes estimulos, tanto fisicos como quimicos. Todos
los organismos, desde una bacteria hasta el ser humano, presentan la capacidad de recibir, transducir
y transmitir estas sefiales, coordinando y modificando su comportamiento como respuesta. Este
fendmeno es conocido como somatosensacion, e incluye la deteccién de estimulos nocivos mecanicos,
térmicos o quimicos, causantes finalmente de una sensacidn desagradable denominada dolor

nociceptivo[3].

En animales superiores, sobre todo en mamiferos, el proceso de deteccion de estimulos sensoriales se
realiza a través de neuronas sensitivas primarias, células especializadas que inervan una gran porcion
del cuerpo recogiendo datos sensoriales. De este modo, aquellas neuronas sensitivas primarias
responsables de la nocicepcién son conocidas como nociceptores, y su activacion genera la sensacion
de dolor™. El proceso de nocicepcidon comienza con la activacién de receptores especificos por parte
de estimulos nocivos, despolarizando las neuronas aferentes y generando, de esta manera, un
potencial de accién que se propaga hasta la médula espinal o el asta dorsal. En este lugar, se produce
la sinapsis con las neuronas sensitivas secundarias, capaces de llevar la sefial hasta el cerebro, quien
interpretara una sensacién de incomodidad o dolor y por Ultimo tomara la decisién adecuada con el
fin de prevenir cualquier dafo. Por ello, la percepcidn del dolor es esencial para los organismos vivos,
ya que ademas de interaccionar con el ambiente permite evitar estimulos potencialmente
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perjudiciales, asi como aquellos capaces de comprometer la vida®.
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Bajo condiciones normales, el dolor nociceptivo es un sistema de proteccion esencial con el fin de
detectar y minimizar el contacto con estimulos dafiinos. A pesar de su importancia, en determinadas
ocasiones puede perder su significado de alerta inicial, convirtiéndose en un dolor patolégico. Por
consiguiente, si el dolor nociceptivo se prolonga en el tiempo puede transformarse en crénico, en
ocasiones debido a lesiones tisulares y sensibilizacion de la region afectada, tratandose de un dolor
inflamatorio. Los sintomas de este estado de sensibilizacién son la alodinia, un fendmeno donde
estimulos normalmente inocuos dan lugar a una sensacion desagradable, y la hiperalgesia, cuando se
produce un incremento en el dolor sufrido durante un estimulo normalmente capaz de provocar dolor
moderado’®. Adicionalmente, existe otro tipo de dolor patolédgico resultante de una lesién en un
nervio, conocido como dolor neuropatico, donde al contrario que el dolor inflamatorio no consiste en
un sintoma de una enfermedad sino en un estado de ella (algunas patologias relacionadas seran, por

ejemplo, herpes zdster, isquemia o neuropatias diabéticas)!”.

De forma paralela a la evolucion de la idea de dolor, la humanidad ha intentado luchar contra esta
sensacién tan incomoda y a su vez compleja, apareciendo el concepto de analgesia. Con el paso del
tiempo, se ha buscado eliminar la sensacién de dolor, empleando para ello diversos analgésicos, desde
el consumo de opio hasta productos de sintesis quimica. Concretamente, en los ultimos afios el
tratamiento del dolor se ha basado en el empleo de dos tipos de farmacos: antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs), los cuales incluyen la aspirina, el paracetamol o anestésicos locales como la
lidocaina; y narcéticos, como la morfina o el tramadol. Aunque consisten en farmacos eficaces, todos
ellos presentan efectos secundarios no deseados, ya sean problemas gastricos y renales en el caso de
AINEs, o vértigos y pérdida de funciones cognitivas en anestésicos. Por otro lado, el uso prolongado de
narcéticos puede resultar en una adiccion caracterizada por la aparicion de inquietud, insomnio,

diarreas, vomitos o dolor muscular y dseo en el paciente tras la finalizacion del tratamiento'®.

En conclusion, resulta oportuna la busqueda de nuevos analgésicos en este combate contra el dolor
nociceptivo, ya que la sociedad requiere de tratamientos mas seguros y novedosos. En este camino, el
descubrimiento de los canales idnicos TRP ha representado una revolucion, revelando un nuevo

sistema complejo capaz de regular los mecanismos moleculares del dolor®.

De este modo, la
superfamilia TRP presenta la posibilidad de desarrollo de moduladores de su actividad con efecto
analgésico, actuando directamente sobre los componentes implicados en el inicio del proceso
nociceptivo y controlando, de esta manera, la generacidon de la sefial de dolor desde su origen. Ademas,
estas caracteristicas podrian conducir a la ausencia de efectos secundarios asociados a este tipo de

farmacos™®.



Introduccion

1.2, Superfamilia TRP

En los ultimos afios, la caracterizacién de diversos receptores sensoriales ha contribuido a la
comprension de los mecanismos periféricos relacionados con la deteccién de estimulos nocivos, ya
sean mecdnicos, térmicos o quimicos, capaces de dar lugar a la sensacion de dolor nociceptivo. Estas
entidades moleculares se denominan nocisensores, destacando entre ellas a los canales idnicos TRP
(Transient Receptor Potential), una superfamilia de receptores que presentan un papel crucial en la

generacion y el desarrollo de la percepcion del dolor patolégicolg].

La superfamilia multigénica TRP codifica proteinas de membrana que actian como canales idnicos,
cuyos miembros de cada subfamilia se encuentran altamente conservados en levaduras, invertebrados
y vertebrados. En lo que respecta a mamiferos, actualmente esta compuesta por 28 receptores,
distribuidos en 6 subfamilias: TRPC1-7 (canonical), TRPM1-8 (melastatin), TRPV1-6 (vanilloid), TRPA1
(ankyrin), TRPP1-3 (polycystin) y TRPML1-3 (mucolipin). Ademds, podemos encontrar isoformas
pertenecientes a otras subfamilias, como TRPN (NOMPC-like, en invertebrados y peces) o TRPY (en

levaduras)™. Figura 1.

A su vez, entre las dianas farmacoldgicas constituyentes de la superfamilia TRP podemos distinguir un
conjunto de canales idnicos termosensibles, conocidos como termoTRP, responsables de la deteccidn
de un amplio rango de estimulos nocivos térmicos. En concreto, cuatro canales responden ante el calor

(TRPV1-TRPV4) y dos frente al frio (TRPA1 y TRPMS)™.

TRPVs HPV6  TRPA1
TRPV3 TRPN1 (fish

TRPV4

TRPV2
TRPP3
TRPV1
TRPP2
TRPML2
TRPP5
TRPML3
TRPC4
TRPML1
TRPC5
TRPM8
TRPC1
TRPM2
Figura 1 | Arbol filogenético de canales idnicos TRPC3
10 T
TRP humanos™®. Resultado de analisis de TRPMS
P . . TRPC7
homologia de secuencias, donde las diversas TRPM4
. — TRPC6
subfamilias se representan en colores distintos. TRPMT
La barra de escala hace referencia a 0.2 Mot
o . TRPM6 1gpya  TRPMT  (mouse)
sustituciones nucleotidicas. 0.2
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Figura 2 | Canales iénicos TRP como nocisensores®.. Las neuronas sensoriales expresan receptores
TRP. Entre ellos, canales catidnicos pertenecientes a la subfamilia V (TRPV1, TRPV3 y TRPV4)
responden ante temperaturas elevadas, mientras TRPV2 lo hace frente a temperaturas extremas.
Los acidos son activadores de TRPV1y las bases de TRPA1, un quimiorreceptor capaz de responder
ante una gran diversidad de compuestos quimicos. En cuanto a TRPMS, es activado por el frio
ambiental, mientras TRPA1 también se relaciona con la hiperalgesia al frio. La activacién de cualquier
canal ioénico TRP da lugar a la generacién de un potencial de accién en la neurona sensorial
correspondiente. Ademds, algunos de ellos, por ejemplo TRPV1, también se expresan en la médula
espinal, donde presentan importancia en el sistema nervioso central.

La mayoria de receptores TRP consisten en canales catidnicos no selectivos, los cuales permiten el flujo
de iones Ca®*, Na* e incluso Mg®', aunque su permeabilidad y selectividad dependerd de su isoforma.
Presentan una gran variedad de mecanismos de activacion, desde la unién de ligandos, voltaje y
temperatura, hasta modificaciones covalentes en residuos nucleofilicos!'?. Figura 2. En cuanto a su
distribucidn tisular, se encuentran ampliamente expresados en diversos tejidos y tipos celulares, razon
por la cual juegan un papel importante en fisiologia sensorial, ya que ademds de la nocicepcién se
encuentran relacionados con olfato, oido, visién, tacto u homeostasis idnica y térmica. Numerosos
estudios han hallado relaciones entre los canales TRP y un amplio rango de enfermedades humanas,
entre ellas problemas respiratorios, displasia esquelética, condiciones neurodegenerativas o

desérdenes del dolor™?.

Para finalizar, entre los miembros de la superfamilia TRP descrita anteriormente, numerosos esfuerzos
se han centrado en el nocisensor TRPV1. Desde estudios de funcién in vitro hasta las deficiencias en
procesos nociceptivos e inflamatorios mostradas por ratones knockout, validan este receptor

. . . P . . P 7 . 9,13
vanilloide como una diana terapéutica potencial en la busqueda de nuevos analge5|cos[ 23
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1.3. Canal idnico TRPV1

Actualmente uno de los miembros de la superfamilia TRP mejor conocido, el canal idnico TRPV1
pertenece a la subfamilia V, debido al anillo vanilloide caracteristico de su ligando natural. Fue clonado
por primera vez en 1997 a partir de neuronas DRG (Dorsal Root Ganglion) de rata y conocido
inicialmente como VR1 (Vanilloid Receptor 1) o, mas cominmente, como "receptor de capsaicina", su
agonista natural y componente activo de los pimientos picantes, es decir, la sustancia responsable de

. ., 14
producir sensacidn de ardor™,

1.3.1. Estructura molecular
El termorreceptor TRPV1 es una proteina de membrana constituida por cuatro subunidades idénticas,
dispuestas en torno a un poco acuoso central, dando lugar a un tetramero. A su vez, cada subunidad

proteica contiene una region de membrana compuesta por seis segmentos transmembrana (S1-S6),

con una region anfipatica entre los segmentos S5 y S6 la cual conforma el poro del canal™. Figura 3.

A Subunit Pore B

Tetramer

Figura 3 | Estructura molecular del canal iénico TRPV1™®, (A) Esquema representativo del tetramero TRPV1, el cual
presenta cuatro subunidades idénticas en torno a un poro central. (B) Estructura cristalografica de TRPV1 en estado cerrado
determinada mediante crio-EM. El poro esta formado por las hélices transmembrana (TM) S5y S6, ademas de la regidn loop
situada entre ambas. (C) Representacion de una Unica subunidad proteica constituida por seis segmentos transmembrana
(51-S6), donde destaca la presencia del extremo N-terminal (junto a seis motivos de repeticiones de anquirina, ANCI) y el
extremo C-terminal (en el cual se encuentra el dominio TRP caracteristico de la superfamilia a la que pertenece).
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En cuanto a su region intracelular, en ella podemos encontrar los extremos N-terminal y C-terminal.
En el primero de ellos, los 432 aminodcidos constituyentes del extremo amino-terminal se caracterizan
por la presencia de dominios de interaccion proteina-proteina, entre ellos regiones ricas en prolina 'y
seis motivos de repeticiones de anquirina (ANCI) determinados mediante cristalografia de rayos X de
alta resolucidn, los cuales resultan esenciales para la funcién del canal. Por otro lado, el extremo
carboxi-terminal se encuentra formado por 145 aminoacidos, entre los que contiene una secuencia de
25 residuos altamente conservados en la superfamilia TRP, conocida como dominio TRP. Esta region
ha sido ampliamente descrita como un dominio importante en la apertura del canal; en concreto,
incluye una regidn rica en prolina y una secuencia de seis residuos conservados denominada TRP box.
Esta region ha sido relacionada con la deteccion de estimulos sensoriales y la apertura del poro,
mientras el dominio TRP también lo ha sido con la tetramerizacién del canal, aunque este fendmeno
continda siendo una controversia, debido a que se han hallado otros motivos implicados en la
asociacion de subunidades del canal TRPV1"®!. Figura 3C. Finalmente, se han encontrado interacciones
entre este extremo C-terminal y ciertas proteinas, algunas implicadas en el trafico de membranas,
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como Snapin, y otras en la estabilizacién del canal en la bicapa lipidica, como Whirlin™",

1.3.2. Modulacién

La capsaicina ha suscitado un gran interés durante siglos debido a sus notables propiedades
medicinales. El descubrimiento de su receptor, la proteina TRPV1, provocdé el desarrollo de
moduladores de su funcién, ya sean con actividad agonista o antagonista!®**. Ademas de la capsaicina,
otros compuestos vanilloides como la resiniferatoxina (RTX) son capaces de activar este tipo de canal.
Posteriormente, se ha caracterizado a TRPV1 como un detector molecular de un amplio rango de
estimulos nocivos, tanto fisicos como quimicos. De este modo, el "receptor de capsaicina" consiste en
un nocisensor polimodal capaz de ser activado por voltaje, altas temperaturas (> 42 °C) y pH acidos

(£6), ademds de una gran diversidad de ligandos qul’micos[a'ls]. Figura 4A.

El nocisensor TRPV1 presenta un papel crucial en la deteccién de diferentes estimulos fisicoquimicos.
Por ello, se han realizado numerosos estudios de estructura-funcion con el fin de identificar los
mecanismos de apertura subyacentes a su importancia en la nocicepcic')n[le]. De este modo, analogos
de capsaicina y distintas especies animales insensibles a ella se han empleado para hallar el sitio de
union de compuestos vanilloides, localizado en un Joop citopldasmico entre los segmentos
transmembrana S2, S3 y S4. Ademas, recientemente otros estudios mediante criomicroscopia
electrénica han identificado nuevas regiones las cuales contribuyen a definir este bolsillo de unidn,

entre ellas el linker S4-S5 y ciertos aminodacidos de 56!,
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10T
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&
§ pH 6.0
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T heat 44°C
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400 -50 50 100 150 OOH
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Figura 4 | Modulacién del canal iénico TRPV1"!, (A) Relacion I-V del receptor polimodal TRPV1, donde se muestran las
corrientes de activacidon provocadas por capsaicina (100 nM), pH bajo (6.0) y calor (44 2C). (B) Representacidon esquematica
de la topologia de una subunidad proteica de TRPV1, el cual consiste en un homotetrdmero constituido por cuatro
subunidades de este tipo. Los residuos en amarillo se relacionan con la unidn de capsaicina, mientras aquellos en azul son
dos aminodcidos extracelulares implicados en la activacion por protones (condiciones de pH acidos).

Respecto a la respuesta de la proteina TRPV1 ante la presencia de protones (condiciones de pH acidos),
dos residuos glutamato extracelulares se han relacionado con esta sensibilidad al pH. El primero de
ellos, E600, localizado al final de S5, es responsable de potenciar la apertura del canal bajo condiciones
de pH bajos moderados; mientras el segundo, E648, situado en un loop entre S5 y S6, resulta crucial
para la activacidon del canal debida a pH muy acidos®. Figura 4B. De modo similar a los protones, otros
cationes son capaces de influir en la regulacién de TRPV1, aunque su mecanismo de activaciéon se ha
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relacionado con variaciones en cargas electrostaticas™.

Por otro lado, el receptor TRPV1 presenta una dependencia de voltaje muy reducida y, por ende, una
probabilidad de apertura muy baja a potenciales de membrana fisioldgicos, siendo las bases
estructurales responsables de esta respuesta todavia inciertas. Sin embargo, la capsaicina y el calor
son capaces de producir de forma paralela a su mecanismo de activacion un desplazamiento en la
dependencia de voltaje de TRPV1 hacia valores mas negativos, permitiendo asi la apertura del canal
ante potenciales fisioldgicos. Este hecho ha permitido la identificacion de residuos tanto acidos como
basicos localizados en S4 y el linker S4-S5, cuya sustitucion es capaz de alterar la activacion por voltaje

de esta protel'nam].

Finalmente, a pesar de numerosos esfuerzos realizados en la determinacién de aquellas regiones
responsables de la sensibilidad de TRPV1 frente a la temperatura, todavia no se encuentra conocida
por completo. Algunos autores relacionan los extremos N-terminal y C-terminal con esta respuesta,
mientras otros sugieren que se trata de una propiedad integra de este termorreceptor, sin existir

. . s . 16,22
regiones proteicas especificas involucradas!®??.
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1.3.3. Desensibilizacion

Una propiedad importante del canal idnico TRPV1, sobre todo en su aplicacion como diana terapéutica,
es su desensibilizacion. Este fendmeno es definido como una disminucion en la actividad de un canal
idnico a causa de su estimulacion prolongada durante un periodo de tiempo. Sin embargo, este periodo
puede ser rapido (durante la aplicacién continua de un modulador del canal con actividad agonista,
conocido como desensibilizacién) o lento (mediante la adicién de dicho agonista en dosis repetidas,

tratandose de un fenémeno distinto denominado taquifilaxis)™*.

. . s ~ . .z 2 .
En cuanto a su mecanismo molecular, se ha sugerido la via de sefializacién Ca**/calmodulina como
responsable de este fendmeno, ya que el bloqueo de una region localizada en el extremo C-terminal y
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encargada de interactuar con esta proteina da lugar a la inhibicién parcial de la desensibilizacion'®®.

1.3.4. Localizacidn tisular

Una gran diversidad de tejidos presentan la capacidad de expresar el nocisensor TRPV1. Sus niveles
mas altos se encuentran en neuronas somatosensoriales primarias, cuyos cuerpos celulares se
localizan en ganglios de la raiz dorsal (DRG), ganglios del trigémino (TG) y ganglios nodosos (NG)[”].
Ademas, el canal TRPV1 se expresa de manera predominante en neuronas peptidérgicas y, en menor
extensién, en nociceptores no peptidérgicos de diametro pequeifio y mediano. En cuanto a las
primeras, las neuronas peptidérgicas presentan una gran importancia en el desarrollo de la inflamacidn
y el dolor neurogénico; en cambio, las neuronas no peptidérgicas desempefian un papel fundamental
en la mediacién del dolor crénico. Esta proteina también se encuentra en diversas regiones del
cerebro, incluyendo hipotalamo, cerebelo, corteza cerebral, hipocampo o talamo. En Ultimo lugar, este
canal se ha localizado incluso en tejidos no neuronales, ya sean queratinocitos de la epidermis, urotelio
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de vejiga, musculo liso, granulocitos polimorfonucleares, células madre o macrofagos[ 1,

1.3.5. Papel en mecanismos de transduccidn de senales nociceptivas

El canal idnico TRPV1 presenta un papel muy importante en procesos de nocicepcidn y transduccién
de sefiales dolorosas, especialmente en la etiologia del dolor inflamatorio™*. Su extensa distribucién
celular y tisular, sobre todo en neuronas de diametro pequefo y mediano del sistema nervioso
periférico agrupadas en fibras Ad y C, junto al desarrollo de moduladores con actividad agonista y
antagonista de su funcidn, han potenciado el papel del nocisensor TRPV1 como diana terapéutica en
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la busqueda de nuevos analgésicos, y con ello su caracterizacion farmacologlca[ 241



Introduccion

A lo largo de los diferentes apartados de esta seccidn de Introduccion se han detallado los motivos por
los cuales el canal idnico TRPV1 presenta un papel crucial en el dolor nociceptivo. De este modo,
estudios en ratones knockout para este receptor no solamente han revelado una pérdida completa de
sensibilidad por la capsaicina, sino ademas una dificultad significativa en su habilidad para detectar y
responder ante estimulos nocivos como el calor o la imposibilidad de desarrollar hiperalgesia tras la
administracién de capsaicina o adyuvante completo de Freund (CFA)[13]. Sin embargo, la respuesta de
este canal se encuentra potenciada por agentes proalgésicos o proinflamatorios, tales como
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bradiquinina, neurotrofinas o prostaglandinas, los cuales producen hipersensibilidad al calor®,

Durante un proceso inflamatorio, una amplia variedad de mediadores proinflamatorios son capaces
de modular el receptor TRPV1, entre ellos citoquinas, pruritégenos, neuropéptidos o ATP™, Figura 5.
Estos mediadores activan sus receptores correspondientes expresados en neuronas sensoriales y
producen, de este modo, una gran variedad de rutas de sefializacidn intracelulares las cuales resultan
en la activacion de proteinas quinasas, como la proteina quinasa A (PKA), proteina quinasa C (PKC) o
quinasas Il dependientes de Ca**/calmodulina (CaMKIl); y fosfolipasas, como la fosfolipasa C (PLC).
Dichas proteinas son capaces de fosforilar y desfosforilar determinados residuos del nocisensor TRPV1,
produciendo la sensibilizacién de estos canales. De este modo, generan cambios en la percepcion del
estimulo, es decir, aumentan su probabilidad de apertura bajo condiciones de potenciales de
membrana normales o en respuesta a otros estimulos (incluyendo respuestas exageradas a estimulos
nocivos medios y/o respuestas ante estimulos no nocivos, fendmenos conocidos como hiperalgesia y
alodinia, respectivamente)[el. Por ultimo, durante un proceso inflamatorio también se produce un
aumento en la expresién de TRPV1, a su vez dando lugar a un mayor nimero canales en la membrana
celular y, por ende, potenciando la sefalizacion de dolor mediada por TRPV1. Asi, estas entidades

moleculares presentan un papel fundamental en el desarrollo del dolor crénico inflamatorio®®”..

Chemo/mechano/thermo

Epithelial cells Figura 5 | Sensibilizacién del receptor
TRPV1 debido a diferentes estimulos®®.
Los mecanismos de transduccion

SPGN consisten en rutas tanto directas como
indirectas. El canal idnico TRPV1 puede
/ ser activado directamente por calor o
indirectamente a través de compuestos

Chemo ( P . . .
ATP e guimicos producidos por diversos tipos
celulares, entre ellos células epiteliales,
(A leucocitos polimorfonucleares (PMNL),

mastocitos o0 neuronas simpaticas
postglanglionares (SPGN). Estas células
U U son capaces de liberar factores de

crecimiento nervioso (NGF), histamina,
prostaglandinas (PG), bradiquininas (BK)
u otros mediadores proinflamatorios.

Histamine




Antecedentes y objetivos

2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

El descubrimiento y comercializacidon de nuevos analgésicos es un proceso largo y costoso. Hoy en dia,
los principales farmacos analgésicos distribuidos son los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y los
narcéticos®. A pesar de esta dificultad, la industria farmacéutica busca nuevas rutas patoldgicas
implicadas en dolor, con el objetivo de conseguir farmacos con un mejor indice terapéutico, es decir,

cuya eficacia y/o seguridad sea superior a la presentada por los tratamientos descritos en la actualidad.

Los canales idnicos, entre ellos los conocidos como termoTRP, han sido entidades moleculares de gran
interés en la buisqueda de nuevos analgésicos debido a su capacidad de promover la actividad y
sensibilizacion de neuronas nociceptivas mediante la transduccién de estimulos nocivos de naturaleza
mecanica, térmica y qufmicalg]. En concreto, el nocisensor TRPV1 ha sido validado como una diana
terapéutica potencial para el desarrollo de este tipo de compuestos, ya sea por su expresion en una
amplia diversidad de tejidos, permitiendo su implicacion en el tratamiento de patologias muy
distantes, como por su actividad influenciada por una amplia diversidad de ligandos quimicos, desde
moduladores con actividad agonista o antagonista de su funcién hasta diferentes mensajeros

secundarios relacionados con vias de sefializacién intracelulares**.

La aplicacién de capsaicina por via tépica se ha empleado durante muchos afios en el tratamiento de
dolor de origen periférico (en neuropatias, mastectomias, amputaciones o cancer de piel, entre otras
enfermedades). Este agonista es capaz de producir inicialmente una sensacién de dolor a causa de la
activacion de nociceptores, aunque a continuacion da lugar a una desensibilizacién prolongada del
receptor TRPV1, el cual sera incapaz de ser activado por estimulos nocivos posteriores. Entre los
productos comercializados actualmente se encuentran parches y cremas de capsaicina tépica, los
cuales han mostrado efectos analgésicos, pero también inconvenientes asociados a la activacion inicial
del canal idnico, tales como ardor, prurito, irritaciéon y disminucion o pérdida de eficacia debido a la
interrupcién del tratamiento. Adicionalmente, estudios han demostrado que la aplicacion de
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capsaicina de forma continua en pacientes de dolor crénico es potenaalmente cancerlgena[ ].

En cuanto a moduladores con actividad antagonista, una gran variedad de compuestos potentes y
selectivos para el canal TRPV1 han demostrado eficacia en modelos animales de inflamacion,
osteoartritis, dolor neuropatico, dolor asociado cancer o dolor postoperatorio. No obstante, la mayoria
de ellos presentan efectos adversos no deseados, entre ellos hipertermia. Los efectos hipertérmicos
mostrados por estos antagonistas revelan que este receptor se encuentra implicado en rutas de

regulacién de la temperatura corporal, tratandose de un factor limitante en el desarrollo clinico de
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este tipo de compuestos[ll]. Por ultimo, a pesar de los efectos adversos indeseados, tanto moduladores
con actividad agonista como antagonista de TRPV1 estdn siendo evaluados como potenciales

;. . s . 5,29
analgésicos en diferentes ensayos clinicos®™?.

En conclusién, después del gran esfuerzo cientifico y econdmico realizado en los Ultimos afos en la
busqueda y desarrollo de moduladores del canal iénico TRPV1, muy pocos compuestos han podido
llegar a fase clinica y muchos de ellos han sido descartados al ser probados en humanos. Surge, por
ende, la necesidad de identificacion y validacidon de este tipo de compuestos moduladores en el

desarrollo de farmacos analgésicos.

De este modo, en este trabajo se identifican nuevos compuestos con potencial actividad analgésica a
través de una plataforma de cribado de alto rendimiento (High Throughput Screening, HTS). Dichos
compuestos se caracterizan por ser derivados hidrolizables de la capsaicina obtenidos de manera
sintética, los cuales constituyen una quimioteca cuya finalidad reside en ser capaces de actuar a nivel
local, evitando su distribucion sistémica con el fin de no presentar efectos secundarios indeseados. A
diferencia de la capsaicina, esta quimioteca ha sido disefiada mediante la insercién de un grupo éster
en la region intermedia lipofilica de los capsaicinoides, dando lugar a la desactivacion tdpica del
compuesto in situ por la actividad hidrolitica de las enzimas esterasas presentes en la piel. Por tanto,
esta estrategia permite una rapida metabolizacion de los moduladores y consecuentemente una
minimizacion en el numero de efectos adversos no deseados asociados a la manipulacién sistémica del

nocisensor TRPV1.

En este contexto, se fijan los objetivos del trabajo:

= Aplicar los conocimientos tedricos cursados a lo largo del grado a nivel practico en un
laboratorio de investigacion cientifica.

= Descubrir nuevos compuestos moduladores con actividad agonista y antagonista del canal
idnico TRPV1 mediante una plataforma de cribado de alto rendimiento.

= Caracterizacion de propiedades farmacoldgicas (potencia, citotoxicidad y selectividad) de
compuestos seleccionados como posibles candidatos analgésicos con el fin de evaluar su
potencial terapéutico.

= Andlisis in silico del bolsillo de unién vanilloide de la proteina TRPV1 y predicciéon de

parametros tedricos caracteristicos de la unién ligando-receptor.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Sistemas celulares

Alo largo de la caracterizacion farmacolégica de moduladores del canal idnico TRPV1 se han empleado
diversas lineas celulares con el objetivo de llevar a cabo la determinacién de la actividad de los
compuestos y el posterior estudio de algunas de sus propiedades mds importantes a tener en cuenta

en la busqueda de nuevos analgésicos, las cuales seran analizadas a lo largo de este trabajo.

Para la realizacion del cribado inicial y determinacién de la potencia de aquellos compuestos
seleccionados, se empled una técnica fluorométrica basada en una sonda sensible a calcio, ademas de
la linea celular SH-SY5Y-VR1 procedente de neuroblastoma humano y transfectada con un plasmido
de manera que exprese el receptor TRPV1 de rata de forma estable. Durante su mantenimiento, las
células se cultivaron en monocapa en frascos de 25 mL a una temperatura de 37 2Cy en una atmaésfera
modificada con 5 % de CO,. Dichas células se encontraban en presencia de medio EMEM (Eagle's
Minimum Essential Medium) suplementado con 10 % (v/v) de FBS (Fetal Bovine Serum), 1 % de
aminodcidos no esenciales, 1 % de solucién de antibidticos penicilina-estreptomicina, L-glutamina 2
mM y 0.4 pg/mL del antibidtico puromicina. Cuando la confluencia superaba el 90 %, las células eran
tratadas con una solucién al 0.05 % de tripsina-EDTA vy se les daba un nuevo pase y/o se empleaban

para la preparacion de las placas de ensayo.

En cuanto a la linea celular modelo para el estudio de citotoxicidad de los compuestos indicados
mediante ensayos de MTT, se utilizaron células HEK293-WT, las cuales consisten en células humanas
embrionarias de rifdn sin modificaciones genéticas adicionales (wild-type). Durante su
mantenimiento, se siguieron las mismas condiciones y protocolos descritos para la linea celular
anterior, a excepcion del medio celular empleado, el cual se trat6 de DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) suplementado con 10 % (v/v) de FBS y 1 % de solucién penicilina-estreptomicina. En
este caso, cuando su confluencia superaba el 90 % las células fueron tratadas con una solucién al 0.25

% de tripsina-EDTA con el fin de dar lugar a un nuevo pase y/o a la realizacion de experimentos.

Finalmente, para la determinacion de la selectividad de aquellos compuestos eficaces en la modulacién
del receptor TRPV1, se empled la linea celular HEK293-CR1. De nuevo, consiste en una linea de células
humanas embrionarias de rindn, pero en esta ocasion transfectadas con el ADN correspondiente al
canal idnico TRPMS8 de rata. Su mantenimiento y tripsinizacion, al igual que las caracteristicas del

medio celular empleado, fueron idénticas con respecto a la linea anterior.
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3.2. Agonistas, antagonistas y quimioteca

Durante los ensayos realizados a lo largo de este trabajo, se recurrid al empleo de agonistas y
antagonistas conocidos del canal idnico TRPV1, pudiendo emplearlos como controles positivos y

negativos, respectivamente.

En cuanto a su agonista natural, el compuesto empleado fue la capsaicina. Para preparar las
disoluciones correspondientes se utilizé tampdn de ensayo 1X HBSS (Hanks Balanced Salts Solution) y
se partié de una solucidon stock con una concentracion de 33 mM resuspendida en dimetil sulfoxido
(DMSO). En los ensayos realizados con capsaicina como control positivo, se realizaron con una
disolucion de dicho compuesto a una concentracion de 10 uM. El antagonista consistido en rojo de
rutenio (RR), preparado en 1X HBSS y empleado a concentraciones de 10 uM como control negativo

en los experimentos correspondientes.

Por otro lado, durante los ensayos de selectividad en el receptor TRPMS8 su agonista consistié en
mentol como control positivo, a una concentracién final de 100 uM en pocillo. El compuesto
antagonista empleado fue N-(3-aminopropil)-2-[(3-metilfenil)metoxi]-N-(tiofen-2-ilmetil)benzamida

(AMTB), utilizandose como control negativo a una concentracion en pocillo igual a 10 uM.

A continuacion, uno de los elementos mas importantes en un ensayo HTS es la quimioteca o libreria
de compuestos empleada durante el cribado. Para la realizacion de este trabajo, se partio de un total
de 52 compuestos (denominados de C1 a C52), todos ellos basados en el anillo vanilloide de la
capsaicina y modificados mediante la combinacion de diferentes radicales a partir de una estructura
guimica inicial, conocida como férmula Markush (figura 6), obteniendo tanto agonistas como
antagonistas del canal idnico a estudio. Ademas, a su estructura molecular se le ha afiadido un enlace
éster con el fin de que enzimas esterasas presentes en la piel puedan producir su hidrdlisis, ya que la
via topica sera una de las formas de administracidn mas importantes a tener en cuenta en la posible
aplicacidn de estos capsaicinoides como futuros analgésicos, evitando de esta manera posibles efectos

adversos indeseados.

Figura 6 | Férmula Markush. Estructura quimica

R1—O ) R4 comun para los 52 compuestos constituyentes de
\H/ la quimioteca empleada. Los radicales (R#)

corresponden a los diferentes sustituyentes,

R3 0 mientras m es un nimero entero entre 1y 2.
HO R2
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La gran diversidad quimica de la libreria de compuestos empleada presenta su origen en los numerosos
sustituyentes capaces de unirse a la estructura inicial, destacando la importancia de R2, ya que en base
al efecto conocido de la capsaicina y la 5-iodo-resiniferatoxina, la quimioteca estd disefiada de manera
gue los compuestos con comportamiento agonista se caracterizan por la presencia de un atomo de
hidrégeno en dicha posicién, mientras aquellos que actian como antagonistas presentan un atomo de
iodo en este lugar del anillo vanilloide®®®. Todas las combinaciones de diferentes radicales a partir de
la estructura Markush, las cuales dan lugar a la formacién de los 52 compuestos empleados a lo largo

de este trabajo, pueden ser comprobadas en el Anexo I.

Para finalizar, la preparacion de los compuestos a estudio se realizd mediante su resuspension en
DMSO hasta alcanzar una concentracién igual a 100 mM (stock) y posteriormente las diversas

disoluciones se prepararon en dicho disolvente organico.

3.3. Técnicas fluorométricas basadas en sondas sensibles a calcio

La superfamilia de receptores TRP se compone, como se ha explicado a lo largo de la introduccion, de
canales idnicos los cuales permiten el paso no selectivo de diversos cationes, fundamentalmente Ca®".
Esta propiedad sera empleada para, a través de técnicas fluorométricas basadas en sondas sensibles a

dicho ion, llevar a cabo el cribado inicial y los posteriores estudios de potencia y selectividad.

3.3.1. Introduccion a la técnica

Durante estos experimentos se empled el kit de ensayo Fluo-4 NW (No-Wash), un indicador
fluorescente de iones Ca*" ampliamente empleado en ensayos de alto rendimiento (HTS) para la
determinacién de agonistas y antagonistas relacionados con rutas celulares de sefializacion de iones
calcio. Su principal ventaja es que no requiere ninguna etapa de lavado ni colorantes fluorescentes

adicionales, siendo estable en soluciones con pH 7-7.5 durante varias horas.

Inicialmente, el kit incluye |la sonda Fluo-4 AM, la cual se encuentra en su forma acetoximetil éster (no
fluorescente), cuyo enlace serd escindido en el interior celular dando lugar a su forma libre Fluo-4
(fluorescente verde). Por ello, se emplea junto a un detergente de baja toxicidad conocido como
probenecid, con el fin de facilitar la carga de las células con el indicador. Ademas, este compuesto es
un inhibidor de transportadores de aniones organicos, permitiendo reducir la pérdida de fluorescencia

debida a la salida de la sonda hacia el exterior celular a través de dichos transportadores.
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A continuacidn, una vez la sonda se haya introducido en el interior celular, las esterasas alli presentes
se encargaran de su activacion, permitiendo su union a iones calcio y finalmente dando lugar a un
incremento en la fluorescencia. La sonda molecular Fluo-4 presenta una longitud de onda de excitacion
de 494 nm y de emisidon de 516 nm, ademas de elevada sensibilidad. De este modo, la adicién de un
modulador con actividad agonista producira la apertura del receptor TRPV1 y en consecuencia un
incremento en la concentracién de Ca®* citosélico, provocando un aumento en la fluorescencia emitida
por la sonda Fluo-4. Por el contrario, un compuesto antagonista del canal idnico a estudio provocara
su cierre y por tanto un bloqueo en la entrada de iones calcio al interior celular, imposibilitando la

observacién del incremento en la sefial de fluorescencia.

De este modo, aquellos cambios en la concentracién de Ca”" intracelular produciran las variaciones
correspondientes en la intensidad de fluorescencia, permitiéndonos el estudio del paso de iones calcio
a través del receptor TRPV1y, por ende, la aplicacién de esta técnica fluorométrica en la busqueda de
moduladores de actividad del canal idnico a estudio durante el cribado y posterior determinacién de

la potencia y selectividad de aquellos compuestos seleccionados.

3.3.2. Metodologia

Como se introdujo anteriormente en la seccidn de Sistemas celulares, la linea celular empleada para
los ensayos HTS mediante la sonda Fluo-4 NW fue SH-SY5Y-VR1. Estos ensayos se realizan en placas de
96 pocillos, tratadas anteriormente con una solucién 0.01 % de poli-L-lisina para permitir la adhesion
celular y a continuacién se siembran las células a una densidad inicial de 40 000 células por pocillo.
Posteriormente, se incuban en presencia de su medio celular correspondiente durante un periodo de

72 horas previo a la realizacion del experimento.

En lo que respecta a la caracterizacion de la selectividad de los compuestos seleccionados, también
realizada mediante esta técnica fluorométrica, la linea celular utilizada se traté de HEK293-CR1. En
esta ocasion, las células se siembran en placas de 96 pocillos, tratadas previamente con una solucion
0.01 % de poli-L-lisina, a una densidad inicial de 30 000 células por pocillo. A continuacién, se incuban
junto a su medio celular correspondiente durante un periodo de 72 horas hasta la realizacion del

ensayo.

Una vez trascurrido el tiempo indicado, se retira el medio celular, se anaden 100 uL de sonda en cada
pocillo y la placa se incuba durante un periodo de 1 hora a diferentes temperaturas (30 minutos a 37

2C y 30 minutos a 30 2C).
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Finalmente, la intensidad de fluorescencia emitida por las células en funcion de la accion del
compuesto anadido al pocillo correspondiente es medida a través del espectrofotémetro lector de
placas POLARstar Omega (BMG LABTECH GmbH). El interior del lector mantiene una temperatura
interna constante e igual a 30 2C y realiza 20 ciclos de medida durante cada ensayo. Tras las medidas
correspondientes a los 3 primeros ciclos, se afiaden manualmente los compuestos a estudio en sus
concentraciones deseadas, ademas del control negativo en los pocillos seleccionados (rojo de rutenio,
10 uM). A continuacion, el instrumento continta con la realizacién del resto de ciclos de medidas hasta
el numero 10, tras el cual se inyecta automaticamente el compuesto agonista (capsaicina, 10 uM) a
todos los pocillos que componen la placa, continuando con las medidas de fluorescencia hasta finalizar

tras el ciclo 20.

El disefio del protocolo descrito permite la obtencidn de controles positivos y negativos en cada uno
de los ensayos. En primer lugar, el control positivo se obtiene tras la inyeccién de agonista al finalizar
el ciclo 10 en aquellos pocillos en los que previamente no se haya adicionado ninglin otro compuesto,
obteniendo por tanto un incremento en la intensidad de fluorescencia mostrada en el ciclo 11. Por
otro lado, el control negativo se caracteriza por la ausencia de aumentos significativos tras dicha
inyeccidn de capsaicina, a causa de la adicion previa de un antagonista conocido (rojo de rutenio) entre

los ciclos numero 3y 4. Figura 7.
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Figura 7 | Esquema de la obtencion de controles positivo y negativo. La serie verde, correspondiente
al control positivo, se obtiene mediante la adicidn del agonista capsaicina tras el ciclo 10, produciéndose
un aumento en la intensidad de fluorescencia a partir del ciclo 11. Por otro lado, la serie roja hace
referencia al control negativo, en la cual debido a la presencia del antagonista rojo de rutenio tras el
ciclo 3, no se permite la accién especifica del agonista introducido, continuando la intensidad de
fluorescencia en sus niveles basales a lo largo de los 20 ciclos del ensayo.
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3.3.3. Procesado de datos

Una vez finalizadas las medidas de intensidad de fluorescencia durante 20 ciclos, se realizo el analisis
de los resultados mediante la ayuda del programa informatico Microsoft Excel. Ademds, para
determinar la fiabilidad y la validacién de los resultados, se utilizd un parametro estadistico
denominado factor 2. Este valor fue descrito con el fin de poder evaluar ensayos HTS, debido a la
gran dificultad de comparar directamente la calidad de distintos experimentos. Consiste en un

coeficiente adimensional, Unico para cada ensayo HTS, cuya expresién matematica es:

3-(oy +0o_
facl:orZ=l—¥
sy — p-|

donde: o, desviacion estandar; u, media aritmética; +, control positivo; -, control negativo.

De este modo, el factor Z puede ser calculado a partir de los cambios en la intensidad de fluorescencia
registrados tras la inyeccidon de agonista en ausencia o presencia de antagonista, es decir, a partir de
los controles positivo y negativo, respectivamente. La resta de sus medias aritméticas representa el
rango dinamico del ensayo, es decir, la banda de separacién entre datos. Esta banda o distancia entre
medias debera ser lo suficientemente grande con el fin de evitar errores debidos a la variabilidad entre
datos, la cual vendra determinada por las desviaciones estandar de los controles positivo y negativo.
De este modo, se consideran ensayos de alto rendimiento validos aquellos en los cuales el valor

calculado para el factor Z se encuentra entre 0.5y 1.

A continuacion, una vez comprobado el factor Z del ensayo realizado y por tanto su fiabilidad, el
siguiente paso fue el estudio de los resultados mostrados por cada uno de los compuestos ensayados.
Para ello, se representd la intensidad de fluorescencia obtenida frente a cada uno de los ciclos de
medidas realizadas, teniendo en cuenta que los compuestos se afladian manualmente tras el ciclo 3,
tal y como se ha descrito anteriormente. De este modo, se determinaron aquellos compuestos que
presentaron actividad agonista o antagonista, ya que los primeros eran capaces de mostrar un
aumento significativo de fluorescencia en el ciclo 4, mientras los segundos no permiten la aparicién de
dicha subida en la intensidad de fluorescencia tras la adicion de capsaicina de manera automatica tras

finalizar el ciclo 10. Figura 8.
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Figura 8 | Esquema de la identificacion de moduladores con actividad agonista y antagonista. La serie
verde y roja corresponden a los controles positivo y negativo, respectivamente. La serie naranja hace
refencia a un compuesto agonista, debido a que su adicién tras el ciclo 3 provoca un aumento en la
intensidad de fluorescencia. Por ultimo, la serie azul corresponde a un compuesto antagonista parcial, ya
gue su presencia tras el ciclo 3 produce que la adicidn del agonista capsaicina produzca un incremento en
la fluorescencia a partir del ciclo 11, pero de manera reducida con respecto al control positivo.

Posteriormente, se determind el porcentaje de activacion o bloqueo del canal idnico TRPV1 para cada
uno de los compuestos agonistas o antagonistas, respectivamente. Para su calculo se emplearon las
siguientes ecuaciones, donde la intensidad de fluorescencia control corresponde a la activacién del

receptor producida por la capsaicina, su agonista conocido y control positivo.

IF,; —IF,;
% activabion = .u( ciclo 4 ciclo 3) .100

/"(AIFcontrol)ciclo 11 — ciclo 10

IF,; — [F.
% bloqueo = 1 — KU Feicio 11 ciclo 10) . 100

/"(AIFcontrol)ciclo 11 — ciclo 10

En lo que respecta a la caracterizacion de la potencia de los compuestos seleccionados, de nuevo se
empled la técnica fluorométrica descrita anteriormente junto con la sonda Fluo-4 NW, aunque en esta
ocasion los compuestos ensayados se estudiaron a diferentes concentraciones deseadas. Del mismo
modo, también se calcularon sus porcentajes de activacion o bloqueo correspondientes y, finalmente,
se realizd la representacion grafica de los porcentajes obtenidos en funcién del logaritmo de las
diversas concentraciones de compuesto (escala semilogaritmica), mediante el programa de calculo
GraphPad Prism 7. Por ultimo, con el fin de ajustar la sigmoide de la curva dosis-respuesta obtenida y
determinar los valores de potencia, esta herramienta aplica la ecuacion de Hill (también conocida

como ecuacion logistica de tres parametros), la cual consiste en la expresidon matematica:
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Y=Y (Ymax B Ymin)
- MmA¥ T 1 4 10logK-X

donde X es el logaritmo de la concentracién de compuesto ensayado e Y la respuesta obtenida. La
variable Yo hace referencia al maximo efecto, mientras Y, al minimo observado. El valor EC50 0 IC50
(half-maximal effective or inhibitory concentracion, concentracién a la cual producen un 50 % de
activacion o inhibicidon ya sean moduladores con actividad agonista o antagonista, respectivamente)

se calcula a partir del término JogK.
3.4. Ensayo de MTT

Tras la finalizacién de los ensayos descritos en el apartado anterior, se estudid el posible efecto
citotoxico de aquellos compuestos seleccionados, con el fin de conocer mejor algunas de las
propiedades de cada una de las moléculas estudiadas, como su toxicidad, y avanzar en la identificacion

de aquellas con mayor potencial para su desarrollo posterior.

Para ello, se realizaron ensayos de viabilidad celular mediante un método colorimétrico, el cual se basa
en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) por
parte de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, dando lugar a un compuesto de color azul
denominado formazan. De este modo, se determina la funcionalidad mitocondrial de las células
tratadas y, en consecuencia, nos permite medir la supervivencia y proliferacion celular, siendo la

cantidad de células vivas proporcional a la cantidad de formazan producidom].

3.4.1. Metodologia

En este ensayo se emplean placas transparentes de 96 pocillos, previamente tratadas con una solucién
0.01 % de poli-L-lisina para permitir la adhesién celular y a continuacidon sembradas con células
pertenecientes a la linea HEK293-WT a una densidad de 10 000 células por pocillo. A continuacién, se
incuban en presencia de su medio celular correspondiente durante un periodo de 24 horas, a una

temperatura de 37 2Cy en una atmdsfera modificada con un 5 % de CO,.

Los compuestos ensayados se preparan en DMSO a las distintas concentraciones finales deseadas
(hasta cuatro érdenes de magnitud superior a su valor EC50 o IC50). En los pocillos correspondientes
al control positivo (control vehiculo) no se afiade ninglin compuesto a ensayar, sino que en su lugar se

adiciona 1 pL de DMSO, mientras en aquellos pocillos empleados como control negativo (control de
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muerte celular) de nuevo no se afiade ninglin modulador sino tampdn de lisis RIPA. Posteriormente,
las células se incuban a 37 2Cy 5 % de CO, durante 24 horas para permitir que los compuestos actien
en todas las células y durante un amplio periodo, en caso de que su accion citotdxica afecte a una fase

especifica del ciclo celular.

Tras la preparacion de una solucién a 5 mg/mL de MTT en PBS, se afiaden 5 puL de ésta a todos los
pocillos de la placa de ensayo. De nuevo, las células se incuban durante un periodo de 4 horas a 37 2C
para permitir la formacién de los cristales de formazan producido por las mitocondrias
metabdlicamente activas de las células vivas. Una vez trascurrido el tiempo indicado, se retira el
contenido de cada pocillo para afiadir finalmente 100 uL de DMSO puro, el cual permite que los
cristales formados se disuelvan tras unos 10 minutos a temperatura ambiente, favoreciendo una

correcta medicioén.

Por ultimo, se procede a la determinacidn de la absorbancia de los 96 pocillos de la placa de ensayo
mediante el espectrofotémetro POLARstar Omega (BMG LABTECH GmbH). Esta lectura se realiza a una

longitud de onda de 570 nm con un filtro de referencia a 620 nm.

En lo que respecta al procesado de datos, el porcentaje de viabilidad celular se calcula siguiendo la

ecuacion:

absorbandacélulas tratadas
% viabilidad = - - 100
absorbanaacélulas control positivo

3.5. Modelado molecular

Las herramientas de modelado molecular nos permiten realizar una gran variedad de experimentos in
silico, aportando predicciones de gran ayuda en ensayos HTS. Entre sus posibilidades, el acoplamiento
molecular (docking) consiste en un método computacional capaz de predecir la orientacion preferida
de dos moléculas cuando estan unidas entre si dando lugar a un complejo estable. De este modo, en
este trabajo se han empleado los programas informaticos necesarios para estudiar, tanto visual como
tedricamente, la interaccion entre cada uno de los compuestos seleccionados de la quimioteca inicial

y el canal iénico TRPV1 (es decir, interacciones ligando-receptor).
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3.5.1. Metodologia

En primer lugar, se realizd6 un acoplamiento global entre la estructura cristalografica del receptor
TRPV1 y la capsaicina, con el fin de determinar su sitio de unién y a partir de él predecir las
interacciones del canal idnico con el resto de compuestos seleccionados, ya que sus estructuras
moleculares derivan de dicho agonista. Para ello, se obtuvo de la base de datos RCSB Protein Data
Bank la estructura de TRPV1 determinada en nanodiscos lipidicos mediante microscopia electrénica
(PDB ID: 5IRZ; resolucién: 3.28 A; organismo: Rattus norvegicus)[33]. Las estructuras quimicas
correspondientes tanto a la capsaicina como al resto de compuestos de la quimioteca empleadas en

modelado molecular fueron creadas, modificadas y visualizadas con el programa informatico Marvin.

A continuacion, para llevar a cabo el acoplamiento se empled un programa especifico denominado
YASARA, junto con los archivos anteriores necesarios y un script previamente modificado. Dicho script
se configurd para utilizar el método AutoDockLGA, 500 ejecuciones (flexible doking runs) y utilizar el
ligando flexible manteniendo el receptor rigido[34]. Los resultados obtenidos finalmente se analizaron

y representaron mediante el programa informatico PyMOL.

Los resultados correspondientes al primer acoplamiento permitieron la creacion de una celdilla de
simulacién, de un tamafio de 10 A en torno a la posicién de la capsaicina con mayor energia de unién,
a partir de la cual poder realizar acoplamientos locales con cada uno de los compuestos deseados. De
nuevo, se empled el programa YASARA, aunque en esta ocasion su script fue modificado para realizar
300 ejecuciones y un acoplamiento semiflexible. Este método se caracteriza por emplear el ligando
flexible, es decir, permitiendo la movilidad de los enlaces rotables presentes en su estructura
molecular, mientras el esqueleto y la mayoria de cadenas laterales de los residuos correspondientes a
la esctructura del receptor permanecen rigidos. De este modo, las cadenas laterales indicadas como
flexibles de la proteina TRPV1 corresponden a los aminoacidos Y511 y T550 de la subunidad C del
tetramero, debido a que numerosos trabajos sugieren a estos dos residuos como unos de los mas
influyentes en la unidn. En concreto, comparaciones entre proteinas TRPV1 de rata (sensible a
capsaicina) y pollo (insensible), concluyeron que el residuo Y511 de la hélice transmembrana S3 era
esencial para la interaccién proteina-ligandoBS]. Ademas, otras comparaciones entre rata (sensible) y
conejo (insensible), condujeron a la identificacion de la mutacién puntual T550l en S4 como causante

. . ., .. .. 36
de la disminucidn en la unién de capsa|cma[ 5,
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4, RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Cribado y primera seleccién

Los 52 compuestos pertenecientes a la quimioteca empleada a lo largo de este trabajo fueron
sometidos a un cribado inicial mediante técnicas fluorométricas, tal y como se detalla en su apartado
correspondiente de Materiales y métodos. De este modo, se determind el porcentaje de efecto sobre
el canal idnico TRPV1 para cada una de las moléculas ensayadas, permitiendo ademas realizar su

distincion en moduladores con actividad agonista o antagonista. Anexo I. Figura 9.

100

% efecto
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Figura 9 | Cribado de la quimioteca en el receptor TRPV1. Representacidn de los resultados obtenidos para cada uno de
los 52 compuestos constituyentes de la quimioteca a una concentracion de (A) 10 uM y (B) 100 uM. En verde aparecen
los moduladores con actividad agonista, mientras en rojo lo hacen aquellos con actividad antagonista; en amarillo se
muestran los controles positivos (capsaicina, 10 uM) y negativos (rojo de rutenio, 10 uM). Cada barra representa su
resultado normalizado con respecto al control positivo en % de efecto medio £ SD; n =3, N >3, 0.5 < factor Z < 1. El
simbolo * hace referencia a los compuestos seleccionados para continuar con su caracterizacion farmacoldgica.
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Los resultados obtenidos han permitido una rapida evaluacion del comportamiento de distintos
moduladores, ademas de su distincidon en 32 agonistas y 20 antagonistas del canal idnico a estudio. De
este modo, los datos obtenidos convierten a la técnica descrita como una plataforma de cribado de
alto rendimiento (HTS) iddonea para la busqueda de compuestos moduladores del receptor TRPV1.
Asimismo, la baja variabilidad en los resultados y valores del factor Z obtenidos en cada experimento
demuestran su reproducibilidad. No obstante, esta técnica fluorométrica no solamente aporta
informacion para la identificacion de compuestos moduladores, sino también permite Ia

caracterizacion de su potencia y selectividad, tal y como sera discutido posteriormente.

En definitiva, la técnica fluorométrica basada en una sonda sensible a calcio empleada para la
realizacion del cribado inicial permite incrementar la velocidad de descubrimiento de nuevas
moléculas bioactivas. Sin embargo, tan solo proporciona una identificacion primaria de dichos
compuestos, ya que sus limitaciones no permiten el estudio de cinéticas de aperturay cierre de canales
idnicos, los mecanismos de accion o la reversibilidad del bloqueo producido por aguellos compuestos

con actividad antagonista.

A continuacién, el nimero de moduladores a estudio se redujo de 52 a 12 mediante una primera
seleccidon en base a los resultados obtenidos durante el cribado mediante fluorescencia, teniendo en
cuenta el porcentaje de efecto mostrado a concentraciones de 10 y 100 uM. En esta seleccidn se
determinaron 6 agonistas (C25, C36, C37, C42, C43 y C49) y 6 antagonistas (C7, C12, Cl16, C27,C28 y

C52) para continuar con el resto de ensayos correspondientes a su caracterizacion farmacoldgica.

4.2. Potencia (EC50 e IC50)

El siguiente ensayo realizado en este trabajo consistié en la determinacién de los valores EC50 e IC50
para cada uno de los compuestos seleccionados en el apartado anterior. Para ello, se recurrioé de nuevo
a las técnicas fluorométricas descritas, obteniendo el porcentaje de actividad o bloqueo del receptor
TRPV1 a concentraciones crecientes de moduladores agonistas o antagonistas, respectivamente.
Finalmente, se realizaron las curvas dosis-respuesta correspondientes, obteniendo las sigmoides a
partir de las cuales obtener los valores de potencia deseados, previa aplicacidon de un ajuste mediante

la ecuacion de Hill. Tabla 1.
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Agonistas (EC50 = SD, uM) Antagonistas (IC50 £+ SD, uM)

C25 0.17 +0.06 c7 11.58 + 4.55
C36 0.28 +0.08 C12 0.86+0.51
c37 0.08 +0.03 Ci16 0.32+0.25
C42 0.33+0.07 Cc27 11.04 £ 3.52
C43 1.05+0.19 C28 14.96 + 6.07
C49 0.03+0.01 C52 6.82+1.38

Tabla 1 | Determinacion de la potencia de los compuestos seleccionados. Resultados obtenidos para
los valores EC50 e IC50 de moduladores con actividad agonista o antagonista, respectivamente.

La determinacidn de la potencia de los compuestos seleccionados permite la identificacion de aquellos
moduladores con propiedades mas adecuadas para su posible aplicacion terapéutica. En cuanto a los
resultados de agonistas, destaca la potencia mostrada por C37 y C49, ambos con valores EC50 en un
rango inferior a 0.10 uM. Figura 10A. Por tanto, estos compuestos presentan mayor potencia con
respecto al resto de moduladores agonistas caracterizados, donde se encuentra C43 como la molécula
menos potente. Sin embargo, la potencia mostrada por todos los agonistas es superior a la definida

para la capsaicina, cuyo valor EC50 es igual a 1.55 uM[37].

La capsaicina de aplicacidn tdpica se encuentra en uso clinico durante muchos afos para el tratamiento
de dolor crénico, pudiendo encontrar actualmente diversos compuestos comerciales y en distintas
fases clinicas basados en este ligando natural del canal TRPV1. Entre ellos, Qutenza Astellas consiste
en un parche dérmico con un 8 % de capsaicina que se utiliza para tratar el dolor neuropatico, mientras
Civamide es un isdmero cis de la capsaicina, empleado como farmaco de uso tépico para el dolor
artritico, el cual se encuentra en fase lll de ensayos clinicos. La capsaicina Adlea (AlgrX-4975) es un
inyectable intra-articular indicado para tratar diversas condiciones de dolor que también se encuentra
en fase lll de sus ensayos clinicos correspondientes[”]. Sin embargo, la eficacia de estos farmacos en
el tratamiento de dolor crénico es controvertida debido a sus efectos secundarios no deseados.
Estudios han demostrado que la aplicacidn de capsaicina por via tépica produce, ademas de sensacién

de ardor, prurito o irritacidn, un incremento en el riesgo de cancer de piel tras su empleo continuo™®.

Con el objetivo de evitar la acumulacion de capsaicina y sus derivados, y por tanto minimizar la
generacion de efectos adversos indeseados, la quimioteca empleada a lo largo de este trabajo se ha
disefiado mediante la sintesis de andlogos de capsaicina, pero con la caracteristica adicional de la

presencia de un enlace éster hidrolizable in situ por las enzimas esterasas presentes en la piel.

24



Resultados y discusion

De este modo, a diferencia de los productos comerciales basados en capsaicina comentados, los
moduladores con actividad agonista del receptor TRPV1 caracterizados en este trabajo serdn
potencialmente capaces de reducir los efectos secundarios producidos por la activacién de dicho canal,
ademas de sus valores de potencia superiores, lo cual los convierte en nuevos farmacos candidatos

para su aplicacion clinica en el tratamiento del dolor.

Por otro lado, los compuestos antagonistas también se han empleado para tratar el dolor, aunque su
administracién en humanos se encuentra limitada debido a la aparicion de efectos adversos severos,
entre ellos hipertermia[n]. Un ejemplo son las moléculas SB-705498 y AS-192837, las cuales inducen
antinocicepcion en ratas sin presencia de efectos hipertérmicos, presentando valores IC50 iguales a

0.30y 0.88 uM, respectivamentem].

Algunos de los compuestos antagonistas estudiados muestran valores IC50 superiores a 10 uM, entre
ellos C7, C27 y C28. No obstante, destaca la potencia presentada por los moduladores C12 y C16,
ambos con valores IC50 en un rango inferior a 1 uM. Figura 10B. En concreto, ambos muestran valores
de potencia similares a los descritos para SB-705498 (0.30 con respecto a 0.32 + 0.25 uM para C16) y
AS-192837 (0.88 con respecto a 0.86 = 0.51 uM para C12), lo cual apoya el desarrollo de estos

compuestos como candidatos a nuevos farmacos contra el dolor mediante modulacién de una diana

comun, el nocisensor TRPV1.

1001
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Figura 10 | Determinacion de la potencia de los compuestos seleccionados. Curvas dosis-respuesta correspondientes
a los dos moduladores de mayor potencia, en concreto (A) un agonista (C49, EC50 = 0.03 £ 0.01 uM) y (B) un antagonista
(C16, IC50 = 0.32 £ 0.25 puM). Representacion del porcentaje de actividad del canal TRPV1 en funcién del logaritmo de
diferentes concentraciones de compuesto, donde cada punto muestra su resultado normalizado con respecto al control
positivo en % de actividad medio + SD; n=3, N >3, 0.5 < factor Z < 1. La linea continua representa la sigmoide ajustada
por la ecuacién de Hill, mientras la linea discontinua hace refencia a su intervalo de confianza al 95 %.
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4.3. Citotoxicidad

Avanzando en la busqueda de nuevos analgésicos, el siguiente paso consistio en el estudio de la
toxicidad de cada uno de los compuestos seleccionados como potenciales moduladores de TRPV1.
Para ello, se realizaron ensayos de viabilidad celular mediante MTT, empleando distintas

concentraciones en base a la potencia obtenida para cada compuesto. Figura 11.

Con el fin de estudiar la citotoxicidad inespecifica producida por los diversos moduladores
seleccionados y no causada por cambios en la homeostasis del calcio, estos experimentos fueron
realizados empleando la linea celular HEK293-WT, la cual carece de modificaciones genéticas
responsables de la sobreexpresion de la proteina TRPV1. Este receptor consiste en un canal cationico
no selectivo cuya apertura permite la entrada de iones ca* al compartimento intracelular, mientras
cambios en la homeostasis del calcio estan relacionados con lesiones celulares. De esta manera, la
citotoxicidad producida por aquellos compuestos con actividad agonista capaces de provocar la
apertura del canal y en consecuencia la entrada de Ca®" al interior celular serd debida a la acumulacién
de estos iones en el citoplasma. En concreto, una desregulacidon en la concentracién intracelular de
Ca® resulta en una serie de fenémenos, como la activacién de mecanismos de sefializacién o
alteraciones en la estructura celular y la expresion génica, dando origen a la toxicidad celular y

pudiendo finalizar en carginogénesis y muerte celular®®,

En cuanto a los resultados obtenidos, en la mayoria de compuestos ensayados (a excepcion de C42 y
C52) solamente se observan diferencias significativas de viabilidad celular a partir de concentraciones
de dos o tres 6rdenes de magnitud por encima de su valor de potencia determinado en el apartado
anterior, para el cual no se observa ningun efecto téxico significativo en ninguno de los moduladores

estudiados.

Por ultimo, a lo largo del desarrollo de un farmaco el estudio de su seguridad presenta un papel muy
importante, por lo que los resultados obtenidos permiten continuar con la caracterizacion
farmacoldgica de la mayoria de moduladores ensayados, debido a la ausencia de toxicidad significativa
en el rango de concentraciones a las cuales son activos. Sin embargo, los compuestos C42 y C52
presentan un 86.73 + 7.54 y 73.94 + 8.01 % de viabilidad celular a concentraciones de 1 y 10 uM,
respectivamente, lo cual no resulta adecuado para continuar con su desarrollo en lo que respecta a su
futura aplicacién clinica, debido a la cercania de estas concentraciones a sus valores EC50 e IC50

correspondientes.
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Figura 11A | Caracterizacion de la citotoxicidad de los compuestos agonistas seleccionados. Representacion del
porcentaje de viabilidad celular en funcién de diversas concentraciones de moduladores con actividad agonista. El
control positivo consistié en DMSO 1 % (control vehiculo), mientras el control negativo fue tampdn de lisis celular RIPA.
Cada barra muestra su resultado correspondiente normalizado con respecto al control positivo en media £ SD; n = 3,
N > 3. El simbolo * hace refencia a p-valor < 0.001 (ANOVA con método Dunnett's post hoc, o. = 0.05).
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Figura 11B | Caracterizacion de la citotoxicidad de los compuestos antagonistas seleccionados. Representacion del
porcentaje de viabilidad celular en funcién de diversas concentraciones de moduladores con actividad antagonista. El
control positivo consistié en DMSO 1 % (control vehiculo), mientras el control negativo fue tampdn de lisis celular RIPA.
Cada barra muestra su resultado correspondiente normalizado con respecto al control positivo en media £ SD; n = 3,
N > 3. El simbolo * hace refencia a p-valor < 0.001 (ANOVA con método Dunnett's post hoc, o. = 0.05).
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4.4, Acoplamiento molecular, SAR y segunda seleccion

El acoplamiento molecular (docking) permite la prediccion in silico de la orientacion preferida entre
dos moléculas, las cuales se encuentran interaccionando entre si dando lugar a un complejo estable.
Ademas de esta informacién visual, nos proporciona una serie de pardmetros tedricos caracteristicos

de la unidén ligando-receptor, tales como la energia de unidn o la constante de disociacion.

El cribado inicial se ha realizado mediante el canal idnico TRPV1 y una quimioteca disefiada a partir de
la molécula de capsaicina, por ello se asume que todos los analogos de este agonista empleados
durante su estudio computacional comparten su sitio de unidn. De este modo, el primer ensayo
realizado consistié en un acoplamiento global entre la estructura cristalografica del receptor y la
capsaicina, con el fin de determinar el bolsillo vanilloide donde se produce su interaccién y contrastarlo

posteriormente con los datos experimentales descritos en la bibliografia.

Por consiguiente, este primer ensayo resultd en 350 posibles sitios de unién de los cuales el primero
de ellos, ordenados de mayor a menor energia de unién, presenta un valor de 9.38 kcal/mol. Ademas,
también muestra las principales caracteristicas de la interaccion ligando-receptor descritas en la
bibliografia, en lo que respecta a orientacion y aminoacidos implicados en la unién. Estudios realizados
mediante dindmica molecular concluyen que la molécula de capsaicina interacciona con el canal TRPV1
en un bolsillo de unidn caracteristico, localizado en un loop citoplasmico entre los segmentos
transmembrana S2, S3 y S4, destacando la importancia de un residuo tirosina (Y511, en S3) el cual
forma puentes de hidrégeno con el grupo hidroxilo presente en el anillo vanilloide del ligando. Otros
aminoacidos estabilizadores de este acoplamiento ligando-receptor son T550 (S4), E570 (linker S4-S5)
y L669 (S6 de la subunidad adyacente)[35'36]. Ademas, el agonista se encuentra en una conformacién
denominada VR, donde su anillo vanilloide apunta hacia el linker S4-S5 mientras su cola lipidica lo

. . / s 19
hace en sentido contrario, adentrandose en la hélice transmembrana 54191,

La aplicacién de técnicas in silico muestran resultados similares a los descritos anteriormente, donde
la capsaicina interacciona con su receptor mediante enlaces por puente de hidrégeno entre su anillo
vanilloide y los residuos Y511 y E570, ademds de R557 y Q700. Por otro lado, el resto de la estructura
guimica del ligando también es capaz de dar lugar a interacciones, entre ellas un enlace por puente de
hidrogeno con T550 y otras interacciones hidrofébicas, destacando a los aminoacidos A546, F591 y

L669 (los dos ultimos pertenecientes a una subunidad adyacente). Figura 12.
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Figura 12 | Representacion de la union entre el canal idnico TRPV1 y su agonista capsaicina. En la izquierda se
representa una vista general del tetramero TRPV1, mientras en la derecha se muestra una ampliacién del bolsillo
vanilloide en el cual se situa la molécula de capsaicina en su conformacién VRy,,, interaccionando con los residuos
correspondientes del receptor. Se destaca el color de los aminoacidos Y511, T550 y E570, formadores de enlaces por
puente de hidrégeno, y L669, mediante interacciones hidrofébicas.

A continuacidn, los resultados anteriores permitieron la creacion de una celdilla unidad a partir de la
cual realizar los acoplamientos locales correspondientes entre la proteina TRPV1 y cada uno de los
compuestos seleccionados, obteniendo asi los parametros tedricos de dichas uniones. Todos los
moduladores ensayados presentan las interacciones ligando-receptor mas importantes descritas para
el agonista capsaicina, donde las variaciones en las energias de unién calculadas se deben a diferentes
interacciones entre la region opuesta al anillo vanilloide de su esctructura quimica y el receptor, a

causa de los distintos radicales presentes en cada uno de ellos. Tabla 2.

Agonistas Antagonistas
e Energia de Constante de e Energia de Constante de
unién (kcal/mol) disociacidn (nM) unién (kcal/mol) disociacién (nM)

C43 10.52 19.47 Cl6 11.74 2.47

C42 9.99 47.18 C52 11.14 6.81

C37 9.62 87.20 Cc7 10.54 18.94

C49 9.60 91.64 C12 9.97 49.03

C36 9.50 108.37 Cc27 9.33 144.26

C25 8.55 536.17 C28 8.52 564.88

Tabla 2 | Estudio mediante modelado molecular de la interaccion entre los compuestos seleccionados y la estructura
cristalografica de la proteina TRPV1. Resultados obtenidos para los calculos in silico de la energia de unién (kcal/mol) y la
constante de disociacion (nM), ordenados de mayor a menor energia de union, para cada una de las interacciones ligando-
receptor estudiadas.

Respecto a los resultados obtenidos, entre los moduladores con actividad agonista destaca la energia
de uniéon de C43 por encima de 10 kcal/mol, el cual muestra también el mayor porcentaje de actividad

in vitro obtenido durante el cribado inicial, a pesar de su valor EC50 superior con respecto al resto de
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agonistas. Los compuestos de mayor potencia, C37 y C49, ambos con valores EC50 inferiores a 0.10
UM, también presentan energias de union cercanas a 10 kcal/mol. Entre los moduladores antagonistas,
las dos moléculas con mayor potencia, C12 y C16, con valores IC50 inferiores a 1 uM, muestran
energias de union iguales a 9.97 y 11.74 kcal/mol, respectivamente. Por otro lado, el compuesto C28
se caracteriza por presentar tanto el valor IC50 mas elevado (14.96 = 6.07 uM) como la energia de
unidén mas pequeia (8.52 kcal/mol) con respecto al resto de moduladores antagonistas. En esta
ocasion, de nuevo se puede establecer una relacién entre los resultados obtenidos computacional y
experimentalmente durante el cribado y determinacidn de la potencia, lo cual valida estos métodos
como una herramienta importante en la identificacién de compuestos bioactivos y un complemento

econdmico a los ensayos in vitro.

Una vez obtenidos los complejos ligando-receptor deseados, las herramientas de modelado molecular
permiten la realizacion de analisis adicionales a partir de la estructura creada. Entre ellos, un estudio
de SAR (Structure-Activity Relationship) consiste en determinar la relacidén entre la estructura quimica
o tridimensional de una molécula y su actividad bioldgica. Asi, este analisis permite la caracterizacion
de los grupos quimicos responsables del efecto mostrado sobre la diana a estudio. Por tanto, a partir
de los datos de eficacia obtenidos en el cribado de la quimioteca (Anexo I) y los resultados de
modelado molecular, se pueden realizar los andlisis correspondientes con el fin de predecir algunas de

estas relaciones estructura-actividad.

En primer lugar, se realizé un estudio de las diferencias de interaccién mostradas por moduladores
con actividad agonista y antagonista, tomando como estructuras quimicas modelo las
correspondientes a los compuestos C51 y C52, respectivamente. Ambos moduladores se caracterizan
por compartir todos los radicales de su formula Markush, a excepcion de R2, el cual consiste en un
atomo de hidrégeno en el agonista y uno de iodo en el antagonista. Los resultados del andlisis indican
que el agonista C51 presenta una energia de union igual a 10.77 kcal/mol, estableciendo enlaces por
puente de hidrégeno con los aminoacidos Y511, T550, E570 y Q700, ademas de mostrar interacciones
hidrofébicas con los residuos A546, F591 y L669 (los dos ultimos pertenecientes a una subunidad
adyacente). De manera similar, el antagonista C52 presenta una energia de unién de 11.14 kcal/mol,
ademas de todas las interacciones ligando-receptor descritas anteriormente, tanto los puentes de
hidrogeno como el resto de interacciones hidrofdbicas con los aminoacidos indicados, a excepcion del
enlace por puente de hidrégeno entre el anillo del capsaicinoide y E570. Adicionalmente, este
compuesto establece un enlace por puente de halégeno entre su dtomo de iodo y un oxigeno

perteneciente al residuo S512 de la proteina TRPV1. Figura 13.
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Figura 13 | Representacion del estudio de SAR para el atomo de iodo caracteristico de moduladores antagonistas. (A)
El compuesto agonista C51 establece interacciones ligando-receptor mediante enlaces por puente de hidrégeno con los
aminoacidos Y511, T550, E570 y Q700. (B) El antagonista C52, por su parte, solamente establece enlaces por puente de
hidrégeno con los residuos Y511, T550 y Q700, ademds de un enlace por puente de halégeno entre el 4tomo de iodo de
su anillo vanilloide y el aminoécido S512 (en azul) del canal idnico TRPV1.

La interaccién descrita entre el atomo de iodo caracteristico del antagonista C52 y el aminoacido S512
situado en la hélice transmembrana S3, podria implicar a este tipo de interaccion como la responsable
de las diferencias de actividad mostradas por moduladores agonistas y antagonistas. En concreto,
algunos estudios relacionan la introduccién de un atomo de halégeno (Cl, Br o I) en la posicion 5 del
anillo vanilloide de la capsaicina como responsable de su actividad antagonista del receptor TRPV1,
sugiriendo ademas que este fendmeno sea debido a la dificultad adquirida por el anillo bencénico para
interaccionar con el linker S4-S5, mientras el resto de la molécula de ligando permanece intacto para
la union, ya que la interaccion con dicha regidn resulta crucial en el mecanismo de apertura del canal
conocido como pulI-and-contact[3°’39]. De nuevo, analizando los resultados obtenidos se encuentra que
la interaccidn entre el atomo de iodo y el residuo S512 provoca, a su vez, la pérdida del enlace por
puente de hidrégeno entre el anillo del modulador y el residuo E570 del receptor, localizado en el
linker S4-S5, apoyando la posible relacidn entre la interaccidn descrita y el comportamiento

antagonista presentado por los moduladores con este halégeno en su estructura quimica.

Continuando con el analisis de la actividad antagonista mostrada por compuestos con un atomo de
iodo en R2, posteriormente se estudio la importancia del tipo de atomo de halégeno insertado en la
posicion 5 del anillo de los capsaicinoides. Para ello, se empleé la estructura ligando-receptor obtenida
mediante modelado molecular para el modulador C52, sobre la cual se modificé el &tomo de iodo por
otros haldgenos, entre ellos cloro, bromo o fltor. Los resultados, calculados mediante un campo de
fuerzas distinto al anterior, muestran que el atomo de iodo proporciona la mayor energia de unién de
todos ellos (12.48 kcal/mol), seguido por bromo (11.78 kcal/mol), cloro (11.03 kcal/mol) y en ultimo
lugar fldor (9.05 kcal/mol); ademas de la baja energia de union presentada por la introduccién de un

atomo de hidrégeno en esta conformacion (8.56 kcal/mol). De este modo, los datos obtenidos
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permiten establecer una relacién estructura-actividad, segun la cual la energia de unién del complejo
ligando-receptor es mayor a medida que aumenta el radio atdmico del halégeno (I > Br > Cl >> F)[3O].
Por tanto, los moduladores con actividad antagonista mds potentes seran aquellos con un atomo de
iodo en su anillo bencénico, el cual consiste en el sustituyente presente en la quimioteca utilizada en

este trabajo.

Sorprendentemente, algunos de los antagonistas potenciales ensayados muestran actividad agonista
a pesar de la presencia de un atomo de iodo en R2, por lo que se realizaron los estudios in silico con el
fin de determinar sus posibles causas. En esta ocasidn, se emplearon las estructuras quimicas de los
compuestos C11 y C40, presentando ambos una energia de unién igual a 6.78 y 7.67 kcal/mol,
respectivamente. Los resultados muestran que el modulador C11 es capaz de girar sus enlaces rotables
estableciendo interacciones entre su region central lipofilica y los aminoacidos caracteristicos del
bolsillo vanilloide, mientras C40 presenta un anillo bencénico en la parte opuesta de su estructura
guimica, el cual interacciona con el bolsillo de unién correspondiente en lugar de su anillo vanilloide,

pudiendo explicar el fenédmeno descrito inicialmente. Figura 14.

Para finalizar, el nimero de moduladores a estudio se redujo de 12 a 4 en base a los resultados
obtenidos en los ensayos anteriores de potencia, citotoxicidad y acoplamiento molecular, los cuales
han sido previamente discutidos. De este modo, 2 compuestos con actividad agonista (C37 y C49) y 2
antagonistas (C12 y C16) fueron seleccionados para continuar con la realizacién de los estudios

correspondientes a su caracterizacion farmacoldgica.

Figura 14 | Representacion del estudio de SAR para moduladores agonistas con un atomo de iodo en su anillo
vanilloide. (A) El compuesto C11 establece interacciones ligando-receptor mediante enlaces por puente de hidrégeno
con los aminoacidos Y511, T550 y E570, ademds de interacciones hidrofébicas con el residuo L669. El giro de sus enlaces
rotables posibilita la conformacién adoptada, en la cual interacciona con los aminodcidos descritos mediante su region
central lipofilica. (B) La molécula C40, por otro lado, presenta un anillo bencénico en la parte opuesta de su estructura
molecular, el cual es capaz de interaccionar con los residuos del receptor TRPV1 caracteristicos de su unién a
capsaicinoides.
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4.5, Selectividad

El cribado inicial permitid comprobar cémo la quimioteca de capsaicinoides empleada es capaz de
modular la actividad del canal iénico TRPV1, pero el siguiente paso consisti6 en determinar la
selectividad de los compuestos seleccionados en el apartado anterior en otro miembro de la
superfamilia TRP. Para ello, se empled la isoforma TRPMS8 expresada en la linea celular HEK293-CR1,
de nuevo mediante técnicas fluorométricas y la sonda Fluo-4 NW. Ademas, esta proteina juega un
papel importante en la sensacion de dolor y frio, por lo que su modulacidn presenta un rol similar al

del termorreceptor TRPV1E!

Entre los resultados obtenidos, no se encuentran variaciones en la actividad del canal TRPMS8 a
concentraciones de 1y 10 uM. Sin embargo, dos de los compuestos ensayados, C16 y C37, son capaces
de modular este canal a la concentracién de 100 uM, presentando un 77.08 £9.25y 93.27 £+ 791 %

de bloqueo, respectivamente. Figura 15.

De este modo, el modulador C16 muestra actividad antagonista en ambos receptores, mientras C37
actia como agonista en TRPV1 y antagonista en TRPMS. Estos datos, junto a la importancia descrita
de la selectividad dentro de la superfamilia TRP, contribuyen a la seleccion final de los compuestos C12
(antagonista) y C49 (agonista) como candidatos para continuar con su caracterizacion y desarrollo

farmacolégico como futuros analgésicos entre todos los constituyentes de la quimioteca inicial.

% efecto
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Figura 15 | Determinacion de la selectividad de los compuestos seleccionados. Representacion de los
resultados obtenidos para cada uno de los 4 compuestos seleccionados anteriormente a las
concentraciones de 1, 10 y 100 uM. En verde aparecen los moduladores con actividad agonista, mientras
en rojo lo hacen aquellos con actividad antagonista; en amarillo se muestran los controles positivos
(mentol, 100 uM) y negativos (AMTB, 10 uM). Cada barra representa su resultado normalizado con
respecto al control positivo en % de efecto medio + SD; n =3, N> 3,0.5 < factor Z< 1.
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CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

Alo largo del presente trabajo sobre la busqueda de nuevos compuestos moduladores del canal idnico

TRPV1y caracterizacién de su potencial terapéutico, se ha determinado que:

Los ensayos fluorométricos han mostrado ser una plataforma de cribado de alto rendimiento
(HTS) idénea para la busqueda e identificacion de moduladores del receptor TRPV1. La
guimioteca empleada, constituida por 52 compuestos, ha resultado estar formada por 32

agonistas y 20 antagonistas de la diana a estudio.

La primera seleccidon de 12 moduladores, entre ellos 6 con actividad agonista (C25, C36, C37,
C42, C43 y C49) y otros 6 antagonista (C7, C12, C16, C27, C28 y C52) en base a los resultados
obtenidos en el cribado inicial, ha permitido continuar con la realizacidon de estudios mas

complejos correspondientes a su caracterizacion farmacolégica.

La citotoxicidad mostrada por los moduladores C42 y C52, junto a los resultados en la
determinacion de la potencia y los parametros tedricos obtenidos in silico mediante modelado
molecular, han permitido descartar aquellos compuestos con propiedades menos deseadas,
ademas de una segunda seleccion de 4 moduladores, 2 agonistas (C37 y C49) y 2 antagonistas

(C12y C16), con el fin de continuar con el estudio de su potencial farmacoldgico.

Las técnicas de acoplamiento molecular también han contribuido en la prediccién de las
interacciones entre el canal TRPV1 y diversos compuestos moduladores, los cuales se unen en
el mismo bolsillo vanilloide descrito para el agonista capsaicina. Entre las principales
interacciones ligando-receptor estudiadas, destaca la formacion de enlaces por puente de
hidrégeno con los aminoacidos Y511, T550 y E570 del receptor, junto con la posible causa de
la actividad antagonista mostrada por algunos moduladores, un enlace por puente de
halégeno entre el atomo de iodo presente en los capsaicinoides y el residuo S512 de la

proteina TRPV1.

La selectividad estudiada en la isoforma TRPM8 ha propiciado el descarte de los compuestos
Cl16y C37y, portanto, la selecciéon final de los moduladores C12 (antagonista) y C49 (agonista)
como dos moléculas con potencial aplicacién farmacoldgica, en concreto nuevos analgésicos

mediante modulacién del canal idnico TRPV1.
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El estudio realizado en este trabajo constituye la fase inicial de caracterizacion de compuestos
moduladores de una diana con potencial farmacolégico, como es el termorreceptor TRPV1. Por tanto,
continuar investigando la capacidad terapéutica de estas moléculas implicara profundizar en su
estudio y con ello descubrir su mecanismo de accion, recurriendo a la realizacion de ensayos
electrofisioldgicos. Estos experimentos permiten confirmar los resultados obtenidos mediante el
empleo de técnicas fluorométricas, ademas de estudiar las cinéticas de apertura y cierre del canal en
presencia de dichos moduladores, es decir, su mecanismo molecular. En el caso de moduladores con
actividad agonista, estos estudios aportaran informacién sobre su competitividad por el sitio de union
o el tiempo de desensibilizacion del receptor TRPV1, mientras en antagonistas permitiran su distincion

en bloqueadores de poro, antagonistas competitivos o moduladores alostéricos.

Adicionalmente, analisis sobre costes de produccién y estabilidad quimica de cada uno de los

diferentes compuestos seran importantes en lo que respecta a su aplicacion farmacoldgica.

Para finalizar, aquellos moduladores los cuales muestren buenas propiedades y hayan sido
completamente caracterizados in vitro podran ser probados in vivo en diversos modelos animales de
dolor. Por ultimo, el siguiente paso consistiria en su estudio en humanos mediante la realizacion de los
ensayos clinicos pertinentes, llegando a convertirse, si su seguridad y eficacia resultan ser adecuadas,

en nuevos farmacos analgésicos.
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Anexo |

ANEXO |
o Estructura quimica % efecto Potencia E. unién
R1 R2 R3 R4 m 10 uM 100 uM (uM) (kcal/mol)

C1 CH; H H c 1 69.85 +12.66 74.41 £ 13.65 - -
C2 CH; H H d 1 54.08 £4.19 59.86 +13.44 - -
C3 CH; H H e 1 47.91+10.32 51.71+5.72 - -
C4 CH; H H f 1 35.82 +3.48 42.16 £1.02 - -
C5 CH; | H g 1 -13.98 £5.98 -34.69 £5.85 - -
C6 CH; | H c 1 -21.80+5.41 -74.23+£11.11 - -
c7 CHs I H d 1 -31.23+8.34 -103.91+2.83 11.58+t4.55 10.54
C8 CH; | H h 1 34,94 +£5.51 49.88 +6.24 - -
Cc9 CH; | H e 1 -20.48 £9.67 -97.37t5.44 - -
C10 CH; | H f 1 -8.35+4.10 -25.71+£3.07 - -
Cl1 CH; | H i 1 38.89 +£3.53 51.50 £ 3.61 - -
C12 CHs I H j 1 -43.18 £10.07 -100.76 £3.25 0.86 £0.51 9.97
C13 CH; H a h 1 49.65+11.97 69.70 £ 5.46 - -
C14 CH; H b h 1 58.76 £ 2.33 74311272 - -
C15 CH; | H k 1 -14.44 +£2.27 -21.99 £3.75 - -
C16 CHs I H | 1 -77.28 £17.85 -107.26 £3.55 0.32 £0.25 11.74
C17 CH; | H m 1 -21.85+£2.85 -59.42 £1.79 3 -
C18 CH; H H m 1 29.43 £14.90 4997 +1.62 3 -
C19 CH; H H k 1 25.59 +£4.29 30.37 £5.64 3 -
C20 CH; | H n 1 29.35+1.46 31.05 +4.06 3 -
C21 CH; H H n 1 79.31+6.41 88.77 £ 4.60 3 -
C22 CH; H H i 1 54.74 +17.75 80.86 + 6.96 3 -
C23 CH; H H o 1 73.32+£12.83 84.16 = 4.50 3 -
C24 CH; H H p 1 68.45+17.20 83.03+1.79 - -
C25 CHs H H q 1 77.19£11.95 94.30+2.76 0.17 £0.06 8.55
C26 CH; H H r 1 73.80+17.42 92.50+4.61 - -
c27 CHs I H o] 1 -23.14+7.81 -84.39+13.90 11.04+3.52 9.33
C28 CHs I H p 1 -25.23+7.63 -97.26 £ 6.36 14.96 + 6.07 8.52
C29 CH; | H s 1 -17.27 £4.75 -21.82 £9.50 - -
C30 CH; | H r 1 -25.08 £5.87 -30.85*+12.46 - -
C31 CH; | H t 1 -21.06 £7.05 -21.74 £5.88 - -
C32 CH; | H q 1 26.68 £12.26 68.11 £ 8.91 - -
C33 CH; H H s 1 75.96 +9.86 86.65 +3.38 - -
C34 CH; H H t 1 60.84 +£12.80 80.85 +5.45 - -
C35 CH; H H h 1 47.40 + 14.56 69.56 £ 6.23 - -
C36 CHs H H | 1 71.66 +2.49 84.74 +9.72 0.28 £0.08 9.50
C37 CHs H H j 1 74.80 = 8.30 88.00 +3.49 0.08 £0.03 9.62
C38 CH; H H g 1 75.69 £ 6.25 85.48 + 8.81 - -

Tabla | | Detalle de la estructura quimica de los moduladores constituyentes de la quimioteca empleada, junto con sus
resultados de cribado (% efecto), potencia y modelado molecular (energia de unién). Su estructura quimica estd
compuesta por distintos radicales en base a su férmula Markush: R1 (CH; o H), R2 (Ho 1), R3 (H, "a" 0 "b") y R4 (resto de
letras, de "c" a "u", pertenecientes a los sustituyentes de la Figura Il); ademas de m (nimero 1 o 2).
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Anexo |

o Estructura quimica % efecto Potencia E. unién
R1 R2 R3 R4 m 10 uM 100 uMm (uMm) (kcal/mol)

C39 CH; H H u 1 28.70 £9.97 33.16 £4.59 - -
C40 CH; I H u 1 63.29+17.41 83.10+5.79 - -
C41 H | H n 2 -8.26 £1.53 -31.06 £4.18 - -
C42 H H H n 2 75.76 £ 6.84 100.50+9.89 0.33 £0.07 9.99
C43 H H H | 2 100.14 +9.01 112.22 +9.64 1.05+0.19 10.52
C44 H I H | 2 -46.30+12.70 -88.47 £5.67 - -
C45 H H H q 2 78.48 £4.61 81.51+6.46 - -
C46 H I H q 2 -6.66 £ 3.75 -11.96 £6.03 - -
C47 H H H r 2 79.04 £ 6.59 89.13+11.24 - -
C48 H I H r 2 -7.98 £ 4.64 -10.18 £ 7.55 - -
C49 H H H n 1 83.71 £ 6.00 87.56 +3.99 0.03+0.01 9.60
C50 H I H n 1 -12.15+6.78 -12.23+9.31 - -
C51 H H H | 1 76.96 £5.17 77.42 £ 9.58 - -
C52 H | H | 1 -58.38 £9.47 -94.26 £ 8.40 6.82 +1.38 11.14

Tabla I (continuacion) | Detalle de la estructura quimica de los moduladores constituyentes de la quimioteca empleada,
junto con sus resultados de cribado (% efecto), potencia y modelado molecular (energia de unidn). Su estructura quimica
estd compuesta por distintos radicales en base a su férmula Markush: R1 (CH; o H), R2 (Ho 1), R3 (H, "a" 0 "b") y R4 (resto

de letras, de

c"a"u", pertenecientes a los sustituyentes de la Figura Il); ademas de m (nUmero 1 o 2).

O
Figura |1 | Formula Markush. Estructura quimica RiZ=S m N ¢ R4
comun para los 52 compuestos ensayados. Los H
radicales (R#) corresponden a los diferentes R3 o
sustituyentes, mientras m esiguala 1 o 2. HO R2

40



Figura Il | Estructura quimica de los diferentes sustituyentes de la
quimioteca. Representacion de los posibles radicales R2 y R3 de la férmula
Markush, junto con su letra correspondiente en la Tabla .



