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RESUMEN

Los receptores de potencial transitorio (TRP) estan considerados una superfamilia de canales
idnicos polimodales cuya activacion, que puede provenir tanto de estimulos fisicos como
quimicos, permite el flujo de cationes a través de la membrana. En los ultimos afios han sido
ampliamente estudiados ya que son un objetivo prometedor para el tratamiento de numerosas
enfermedades, como el cadncer o el dolor crénico. El principal canal termo-TRP responsable de la
transduccién del frio en las neuronas sensoriales es TRPMS8. Debido a su amplia distribucién y al
elevado nimero de funciones fisioldgicas que lleva a cabo, este canal juega un importante papel
en diversas patologias, como es la migraia. Los tratamientos actuales para esta condicidn no
siempre son efectivos y pueden ocasionar efectos secundarios, por lo que el objetivo de este
trabajo sera utilizar al canal TRPM8 como diana farmacoldgica de esta patologia para la
busqueda de nuevos moduladores que regulen su actividad. Partiendo de una libreria de 36
compuestos previamente seleccionados mediante cribado virtual, a través de ensayos cribado
de alto rendimiento, dosis-respuesta, citotoxicidad, selectividad y electrofisiologia, se fueron
seleccionando aquellos que mostraron mejores caracteristicas. Finalmente se determiné que el
compuesto mas prometedor fue el 32, ya que fue capaz de bloquear la actividad de TRPMS8 con

una eficacia en el rango micromolar bajo y no es citotéxico.

ABSTRACT

Transient receptor potential (TRP) channels are considered a superfamily of polymodal ion
channels whose activation, which can come from both physical and chemical stimuli, allows the
flow of cations across the membrane. In recent years they have been widely studied as they are
a promising target for the treatment of numerous diseases, such as cancer or chronic pain. The
main thermo-TRP channel responsible for cold transduction in sensory neurons is TRPM8. Due
to its wide distribution and the high number of physiological functions it carries out, this channel
plays an important role in various pathologies, such as migraine. Current treatments for this
condition are not always effective and can cause side effects, so the objective of this work will
be to use the TRPMS8 channel as a pharmacological target of this pathology to search for new
modulators that regulate its activity. Starting from a library of 36 compounds previously chosen
by virtual screening, through high throughput screening, dose-response, cytotoxicity, selectivity
and electrophysiology assays, those that showed the best characteristics were selected. Finally,
it was determined that the most promising compound was the 32, since it was able to block

TRPMS8 activity with an efficacy in the low micromolar range and it is not cytotoxic.

Palabras clave: termo-TRP; TRPMS8; migrana; dosis-respuesta; cribado de alto rendimiento
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1. INTRODUCCION

1.1 Superfamilia de canales ionicos TRP

Los receptores de potencial transitorio (TRP) constituyen una superfamilia de canales iénicos de
membrana permeables a cationes, que son capaces de responder a una gran variedad de
estimulos fisioldgicos y ambientales. Los canales TRP se encuentran en todos los organismos
eucariotas y se sabe que cada célula expresa uno o mds miembros de esta familia de canales TRP,
cada uno de los cuales tiene caracteristicas farmacoldgicas, biofisicas y/o estructurales distintas.

(Diver et al., 2022).

Fueron descubiertos y funcionalmente caracterizados por primera vez en 1969, en un mutante
de Droshophila melanogaster que presentaba una deteccidon defectuosa de la luz. Estos canales
catidnicos no selectivos resultaron ser los impulsores de la despolarizacion de las células
fotorreceptoras en respuesta a la luz, seguin indicaron los estudios genéticos y electrofisiolégicos
que fueron llevados a cabo. Mientras que el gen trp se identificd en la mosca de la fruta a finales
de la década de los sesenta, el primer homélogo humano no se encontré hasta 1995. (Diver et

al., 2022; Holzer & lzzo, 2014).

Son una de las familias de canales idnicos mas amplias y diversas, con mas de 30 subtipos en
mamiferos. Los canales TRP de los mamiferos se clasifican en siete subfamilias, cuya clasificacion
se basa en la homologia de las secuencias de aminodcidos y sus estructuras topoldgicas: TRPC
(cldsicos o canodnicos), TRPV (vanilloides), TRPM (melastatina), TRPA (anquirina), TRPP
(policistina), TRPML (mucolipina) y TRPN (NOMPC de Drosophila). Recientemente, se identificd

en levaduras la octava subfamilia llamada TRPY, donde la "Y" significa levadura (yeast). (Li, 2017).
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Figura 1. Arbol genético de la superfamilia de canales TRP, donde se muestran las 7 subfamilias de canales TRP en
mamiferos y los respectivos miembros de cada familia. (Spekker et al., 2023).



A su vez, estas familias se subdividen en dos grupos. El grupo 1, incluye las subfamilias TRPC,
TRPV, TRPM, TRPA y TRPN, y tienen la mayor homologia con la secuencia del TRP de Drosophila.
Dicha secuencia abarca seis segmentos transmembrana (S1-S6), incluido el loop que forma el
poro situado entre los segmentos quinto y sexto y los extremos N y C-terminales. A su vez, en el
extremo N-terminal citoplasmatico, todos los canales TRP presentan repeticiones de anquirina,
a excepcidon de TRPMS. Los canales TRPC, TRPM y TRPN contienen ademds un dominio TRP que
incluye una regiéon mas conservada formada por una secuencia de 6 aminoacidos: la TRP-box.
Por otro lado, estdn los canales del grupo 2, que incluyen las subfamilias TRPP y TRPML, tienen
una relacién mds distante con el TRP de Drosophila ya que poseen una baja similitud de
secuencia y un Jloop extracelular entre el primer y segundo segmento transmembrana.

(Ferrandiz-Huertas et al., 2014; Jia & Yichang, 2017; Venkatachalam & Montell, 2007).

Estos canales TRP participan en numerosas funciones debido a su amplia distribucion en diversos
organos. No solo se pueden encontrar en el cerebro, sino también en el corazdn, rifidn,
testiculos, pulmones, higado, bazo, ovarios, intestinos, préstata, placenta, Utero y tejidos
vasculares. Ademads, estan presentes en numerosos tipos celulares, tanto células neuronales
como tejidos no neuronales, asi como en células endoteliales vasculares o células del sistema
inmunolégico. La activaciéon de los canales TRP en las neuronas despolariza la membrana
plasmatica, lo que promueve la generacién de potencial de accién. En las células no excitables,
estos canales participan en una variedad de procesos, como la proliferacion celular, la

sefializacién y la diferenciacién. (Fernandez-Carvajal et al., 2020; Froghi et al., 2021).

Son conocidos por su capacidad de regular multiples sefiales, jugando asi un papel crucial en la
percepcidn sensorial y la fisiologia celular. Es por esa variedad de funciones y mecanismos de
accion que no sorprende que muchos de estos canales estén asociados con distintas patologias.
Algunas de estas patologias, conocidas como canalopatias, son de origen genético y estan
causadas por defectos en los genes que codifican estos canales. En trastornos respiratorios, los
TRPs regulan la respuesta inflamatoria y la percepcién sensorial, estando implicados en
enfermedades como el asma y la EPOC. También estan involucrados en enfermedades
neuroldgicas y psiquiatricas como la epilepsia o la migrafia, ya que juegan un papel importante
en la transmision del dolor. En la diabetes, estos canales estan involucrados en la homeostasis
de la glucosa y la funcién de las células beta pancreaticas. También se ha visto que varios canales
muestran una expresion alterada en diversos tipos de canceres y juegan un importante papel en
varios procesos relacionados con el cancer como son la angiogénesis o la proliferacién celular.

(Koivisto et al., 2022; Marini et al., 2023).



1.2 Canales Termo-TRP

Dentro de los canales TRPs, se encuentran los llamados termo-TRPs, canales cuya apertura es
extremadamente sensible a la temperatura, por lo que ante variaciones térmicas generan una
corriente despolarizante que produce la despolarizacién de la membrana celular. Hasta el
momento, 11 canales con habilidades termosensibles han sido identificados en mamiferos,
pertenecientes a las subfamilias TRPV, TRPC, TRPA y TRPM. Algunos de estos canales implicados
en la sensibilidad térmica son por ejemplo TRPV1, TRPV2, TRPM2, TRPMS5, TRPM8 y TRPA1 que
se expresan en neuronas sensoriales y TRPV3 y TRPV4, que se expresan en los queratinocitos de
la piel. Cada uno de ellos se activa dentro de unos rangos de temperatura especificos. Por
ejemplo, los cuatro canales de la subfamilia TRPV responden al calor, desde temperaturas
intermedias hasta el calor extremo, mientras que los receptores TRPM8 y TRPA1 participan en la

percepcién del frio y del frio nocivo, respectivamente. (Herrera et al., 2008; Voets, 2014).

Las neuronas somatosensoriales son las responsables de detectar la temperatura externa y
convertirla en actividad neural que luego se transmitirad al sistema nervioso central a través de
entradas aferentes. Tienen sus terminaciones sensoriales en tejidos altamente sensibles al frio
como la piel y la mucosa, y sus cuerpos celulares en el ganglio trigémino (TG) y en los ganglios
de las raices dorsales (DRGs). En los extremos periféricos de estas neuronas juegan un papel
importante estos termo-TRPs. Es por ello que con el fin de elucidar sus posibles funciones como
termosensores en el sistema somatosensorial, estos canales han sido objeto de numerosas

investigaciones. (Kashio & Tominaga, 2022; Voets, 2014).

1.3 Familia TRPM

Dentro de la superfamilia de TRPs, una importante familia son los receptores de potencial
transitorio de melastatina. Estd formado por 8 miembros que a su vez pueden ser divididos en 4
grupos atendiendo a su homologia estructural: TRPM1vy 3, TRPM4 y 5, TRPM6y 7y TRPM2 y 8.
Estos canales son permeables a Ca?* y no selectivos, a excepcién de TRPM4 y 5, que son
impermeables a Ca?*. Por su parte, TRPM6 y 7 también son permeables a Mg?' y estan implicados
en la homeostasis de este ion en mamiferos. Los distintos miembros de esta familia se expresan
de manera diferencial en una amplia gama de tejidos, como son las neuronas sensoriales
primarias (TRPM3, TRPMS), la préstata (TRPMS), las células B pancredticas (TRPM2, TRPM3,
TRPMD5), las células de la retina (TRPM1), los rifiones (TRPMS6), y el higado y el corazén (TRPM4).

(Fernandez-Carvajal et al., 2020).



1.3.1 TRPMS8

El canal idbnico TRPMS, es un canal sensible al frio y uno de los mas estudiados dentro de la
subfamilia TRPM, que se expresa en aproximadamente un 15% de las neuronas sensoriales.
Inicialmente aislado de células de cancer de prdstata, es un canal idnico polimodal compuesto
por 1104 aminodcidos, permeable al Ca?* y no selectivo para otros cationes. Ha sido identificado
como el sensor fisioldgico del frio ambiental. (David D. McKemy., 2007; Ferrandiz-Huertas et al.,

2014).

El canal TRPM8 humano adopta una disposicion homotetramérica caracteristica. Cada
subunidad presenta un dominio N-terminal, llamado pre-MHR, que va seguido de las cuatro
regiones conservadas caracteristicas de la subfamilia TRPM, conocidas como MHR (melastatin
homology regions), comprendiendo la mayor parte citoplasmatica del canal. Las regiones de
homologia de melastatina van seguidas de un dominio transmembrana (TMD) que abarca las
seis hélices transmembrana caracteristicas de estos canales idnicos. Por otro lado, el dominio C-
terminal (CTD), compuesto por dos hélices, es el que contiene el dominio TRP y el que esta

implicado en la regulacion mediada por temperatura. (Palchevskyi et al., 2023).
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Figura 2. Mapa esquemdtico de los dominios estructurales del canal TRPMS8. (Palchevskyi et al., 2023).

Ademas, ciertos residuos y enlaces dentro del canal son esenciales para su funcién y localizacion
en la membrana plasmatica. Por ejemplo, el enlace disulfuro entre Cys929 y Cys940 es esencial
para su funcion, o los residuos 40-86 que estdn involucrados en la correcta localizacién del
tetrdmero TRPMS8. La amplia distribucidn de este canal en los distintos tejidos sugiere el

importante papel que este desempefia. (Ferrandiz-Huertas et al., 2014; lzquierdo et al., 2021)
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Figura 3. Las funciones fisiologicas de TRPMS8 en los distintos 6rganos y tejidos del organismo. (Liu et al., 2020).

Se sabe que su activacién se da generalmente a bajas temperaturas (17°C y 25°C). Sin embargo,
se ha visto in vivo que el canal responde a temperaturas de la piel, lo que sugiere la presencia de
factores enddgenos que regulan su funcién en las neuronas sensoriales primarias. Ademas de
las frias temperaturas, se conocen diversos compuestos, tanto naturales como sintéticos,
capaces de activar este canal, como son el mentol, la icilina o el eucaliptol. (Ferrandiz-Huertas et

al., 2014; Madrid & Pertusa, 2014).

Existen también varios mensajeros secundarios intracelulares y vias de sefializacion que pueden
modular la actividad del TRPMS. En esta regulacidn enddgena juegan un papel importante los
fosfoinositidos, como el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), regulador positivo que interactda
con el dominio TRP y controla la activacion mediante frio, voltaje o mentol. La entrada de calcio
a través de TRPMS lleva a la activacion de una isoforma de fosfolipasa C dependiente de calcio y
a la subsiguiente hidrélisis de PIP2, lo que favorece la desensibilizacion de TRPMS. Este canal
también puede verse regulado por mecanismos de fosforilacidn, ya que la activacion de PLC-B
conduce no solo a la reduccidn de los niveles de PIP2, sino también a la activacién de la proteina
quinasa C (PKC) dependiente de calcio, que también produce la desensibilizacion de TRPMS. La
activacion indirecta de esta enzima produce desfosforilaciones de TRPM8 que conducen a una
menor actividad del canal idnico. Por otro lado, la calmodulina dependiente de Ca% proporciona
un mecanismo de desensibilizacién rapido. Ademas, recientes hallazgos sugieren una posible
regulacién multifacética de TRPM8 por receptores acoplados a proteinas G, que incluyen la
modulacién de la sensibilidad del canal mediante los niveles de PIP2. (Iftinca & Altier, 2020;

Premkumar et al., 2005).



Estudios con microscopia electrénica han permitido resolver incdgnitas acerca de la estructura 'y
modulaciéon de estos canales. No solo presentan, al igual que el resto de los canales idnicos, una
conformacién abierta y otra cerrada, sino también un estado inactivo o desensibilizado que
ocurre tras una exposicion prolongada a un agonista y Ca** o a una estimulacién continua. En el
estado cerrado no hay interaccidon entre los segmentos 4 y 5. Sin embargo, en el estado
desensibilizado dicha interaccién si ocurre, formandose durante la transicion del estado cerrado
al desensibilizado y sugiriendo que juega un papel crucial en el cambio de estado del canal. (Diver

et al., 2019; Pérez De Vega et al., 2016).
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Figura 4. Esquema de los diferentes estados conformacionales del canal TRPM8: en reposo, abierto, cerrado o
desensibilizado. (Pérez De Vega et al., 2016).

Como ya ha sido previamente mencionado, el canal es capaz de responder a moléculas
moduladoras de su actividad. Responde a agonistas como el mentol, un alcohol terpenoide que
se encuentra en las hojas de menta y que activa el canal TRPM8 produciendo una sensacion de
frescor. También responde ante otros compuestos refrescantes como el eucaliptol o la icilina,
mas potente que el mentol y capaz de activar a TRPM8 y TRPA1, y a compuestos de origen
sintético como el WS12, agonista potente y selectivo de este canal. (Alarcon-Alarcon et al., 2022;

David D. McKemy., 2007; Izquierdo et al., 2021).

También cabe mencionar bloqueadores de este canal, ya que tanto agonistas como antagonistas
puede tener potencial terapéutico segun la patologia en la que esté implicado TRMP8. Uno de
los bloqueadores de este canal mas estudiados es el N-(3-Aminopropil)-2-[(3-metilfenil)metoxi]-
N-(2-tienilmetil)benzamida hidrocloruro (AMTB), capaz de inhibir la activacion de TRPMS8
inducida por mentol. También se conocen otros como la urea derivada de (3-cloro-piridin-2-il)-
piperazina (BCTC), que fue inicialmente descrito como modulador de TRPV1, pero que
posteriormente se vio que bloqueaba la respuesta de TRPMS8 al mentol o la icilina. (Lashinger et

al., 2008; Pérez De Vega et al., 2016).



Hasta ahora, tanto los agonistas como los antagonistas identificados estan ayudando a
comprender mejor el papel de los canales TRPMS8 en los procesos fisiopatoldgicos y tienen

potencial de convertirse en tratamientos eficaces. (Gonzalez-Muiiiz et al., 2019).

1.4 Implicacion de TRPMS en distintas patologias

El canal TRPMS participa en muchos procesos fisiopatoldgicos, aunque en muchos de estos su
funcidn sigue siendo desconocida. Independientemente de su activacion o bloqueo, el TRPM8
ha ganado popularidad en los ultimos afios por su prometedor potencial terapéutico. (Izquierdo

et al., 2021; Liu et al., 2020).

TRPMS8 juega un papel significativo en las enfermedades genitourinarias, especialmente en
trastornos de la vejiga. Se ha visto en ensayos in vivo que TRPM8 es el Unico sensor responsable
de la contraccidn de la vejiga inducida por enfriamiento de la piel y es por eso que, en pacientes
con vejiga hiperactiva, el clima frio agrava los sintomas. Ademas, en pacientes con esta patologia,
la densidad de canales TRPM8 en las fibras nerviosas aferentes de la vejiga es mayor,
correlacionandose con la severidad del dolor y la frecuencia de vaciado de la vejiga. (Aizawa &

Fujita, 2022; Liu et al., 2020).

Este canal también modula la respuesta inmune. Se ha visto que la activaciéon o bloqueo de
TRPM8 en macrdéfagos determina acciones anti- o proinflamatorias mediante la regulacién de la
interleucina 10 y TNF-a, respectivamente. Ademas, en un estudio reciente se demostrd que la
inhibicidn de este canal influenciaba la diferenciacion de monocitos humanos a macréfagos,
promoviendo propiedades fagociticas. Por estos motivos, este canal podria ser de relevancia en

enfermedades inflamatorias y autoinmunes. (Hornsby et al., 2022; Liu et al., 2020).

Se ha visto que este canal también esta implicado en diferentes tipos de cancer como son el
cancer de prostata o el cdncer de mama. Por su parte, en el cancer de prdstata la expresion del
en la membrana plasmatica o en la membrana del reticulo endoplasmatico de las células
epiteliales secretoras de la préstata, esta asociada al estado de diferenciacion de las células.
Analisis inmunohistoquimicos en tejidos de adenocarcinoma de préstata y préstata normal
muestran que la expresion del TRPMS8 se retira de la membrana plasmatica a medida que
aumenta la gravedad del tumor, lo que sugiere una asociacidn inversa con la progresion y
severidad del cancer de préstata. Recientes estudios in vivo que la sobreexpresion de TRPM8

limitd el crecimiento del tumor y su metastasis. (Grolez et al., 2022).
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De la misma manera, a pesar de que los estudios sobre la implicacion de TRPMS8 en cdncer de
mama son escasos, andlisis inmunohistoquimicos han demostrado que hay sobreexpresion de
este canal en tejidos de adenocarcinoma mamario humano. Ademas, hay evidencias de que el
estradiol regula la expresion de TRPM8 en lineas celulares de cancer de mama. (Chodon et al.,

2010; Ochoa et al., 2023).

El frio inicia respuestas autondmicas respiratorias dependientes de TRPMS, incluyendo tos,
constriccidn de las vias respiratorias y secrecion mucosa. Tanto las bajas temperaturas como el
mentol relajan la mucosa nasal humana, aumentando asi el volumen del tejido y la resistencia
nasal, siendo este el motivo por el cual el agonista mentol se ha utilizado ampliamente como
tratamiento antitusivo. Estas respuestas sugieren que TRPMS8 tiene un papel importante en la
proteccién y la regulacién de las vias respiratorias, y su disfuncién podria estar implicada en
trastornos respiratorios como el asma o la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).
De hecho, un polimorfismo del gen TRPM8 se ha relacionado positivamente con la
hiperreactividad de las vias respiratorias causada por el frio, un sintoma comun del asma

bronquial. (Gu & Lee, 2021; Liu et al., 2020).

1.4.1 Migraiia

Finalmente, se ha visto que TRPMS8 esta involucrado en trastornos del sistema nervioso central
y periférico, por lo que su regulacién puede ser ventajosa para el tratamiento del dolor
neuropatico, particularmente las migraiias. La migraia es un trastorno neuroldgico créonico que
se caracteriza por un dolor de cabeza unilateral recurrente, que suele durar entre 4 y 72 horas y
puede venir acompafiado de muchos otros sintomas como fotofobia, nduseas y vémitos.
Aproximadamente el 12% de la poblacidn esta afectada por esta patologia, y es mas grave en las

mujeres. (Alarcén-Alarcén et al., 2022; Spekker et al., 2023).

Como ya sabemos, TRPMS8 se expresa en subpoblaciones de neuronas sensoriales del sistema
nervioso periférico que estan relacionadas con la patogénesis de la migrafia, como neuronas
trigeminales o DRGs. Por otro lado, estudios de asociacién de genoma completo (GWAS)
recientes, indican que TRPMS8 es un gen de susceptibilidad a la migrafa, aunque la expresién de
este es diferente en todo el mundo. Ademas, alrededor del 50% de los pacientes con migrafia
presentan alodinia al frio. Para ver la posible implicacién del canal en esta condicién, se llevaron
a cabo experimentos in vivo, en los cuales la administracién de icilina provocd alodinia facial y
de las patas traseras en ratas, indicando que la activacion de TRPMS8 provocaba

comportamientos similares a los de la migraiia. A su vez se vio que estos comportamientos
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podian bloquearse con un pretratamiento de un antagonista de TRPMS8, lo que confirmd aln
mas el papel de TRPMS en el desarrollo de la migrafia. Por otro lado, se observd que, si el canal
se activaba simultdneamente durante una inflamacién, podia actuar como mecanismo

analgésico. (Liu et al., 2020; Spekker et al., 2023).

Con el fin de buscar explicacién a la mayor prevalencia de esta patologia en mujeres, se han
llevado a cabo estudios que han demostrado que la testosterona activa este canal en varios
sistemas celulares, por lo que recientemente TRPMS fue descrito como un receptor ionotrépico
de testosterona. La principal causa de las diferencias entre hombres y mujeres es la mayor
antinocicepcién en los hombres. En esta juega un papel importante la testosterona, agonista
enddgeno de TRPMS8 que muestra funciones anti nociceptivas en ratones. De esta manera, esta
disparidad entre hombres y mujeres se debe a la actividad del TRPMS8 en respuesta a la
testosterona enddgena, hormona androgénica que esta presente en niveles mucho mas altos en
los hombres que en las mujeres. Por este motivo se concluye que la testosterona induce el
dimorfismo sexual a través de su interaccion con el TRPMS8 en la migraiia crdnica y posiblemente

en otras patologias relacionadas con el dolor. (Alarcén-Alarcon et al., 2022; Asuthkar et al., 2015).

2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Como ha sido descrito, los canales TRP estan implicados en numerosas enfermedades,
incluyendo algunas hereditarias. Es por ello que durante los Ultimos afos se han llevado a cabo
numerosos estudios por parte de la comunidad cientifica que han permitido elucidar aspectos
funcionales y estructurales de estos. Moduladores de estos receptores, en concreto TRPV1-4,
TRPM8 y TRPA1, han llegado a la fase de desarrollo clinico, pero todavia no han sido aprobados
para la practica clinica. Por su parte, TRPMS8 ha sido ampliamente estudiado como un
nociceptor sensible al frio y se ha descrito su implicacién en numerosas patologias, desde la
migrafia, hasta el dolor neuropatico o el cancer de prdstata. (Fernandez-Carvajal et al., 2020;

Spekker et al., 2023).

La amplia distribucién e implicacidn fisioldgica de este canal hacen que un mal funcionamiento
pueda derivar en diversas condiciones patoldgicas. Diversos estudios han demostrado que
tanto el bloqueo del canal mediante antagonistas como la desensibilizacidn a través de
agonistas pueden resultar en estrategias validas para el desarrollo de nuevas terapias. (Acharya

et al., 2021; Spekker et al., 2023).
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El desarrollo de nuevos tratamientos para enfermedades recientemente asociadas a este canal
se centra en la busqueda de moduladores selectivos para TRPMS, y buscan la reduccién de los
efectos secundarios de los farmacos actuales y la mejora de su eficacia. Es necesario encontrar
antagonistas de TRPMS8 con una alta eficacia terapéutica que presenten perfiles de seguridad

clinica aceptables. (Gonzdlez-Muiiz et al., 2019).

Ya se conocen numerosos moduladores del canal, capaces de activar o bloquear el canal. No
obstante, muchos de estos compuestos no presentan una afinidad lo suficientemente alta o
activan o bloquean de forma indirecta a otros canales, limitando su potencial terapéutico. Por
ejemplo, la icilina es capaz de activar tanto a TRPM8 como a TRPAL. (Ferrandiz-Huertas et al.,

2014; Gentry et al., 2010; Gonzalez-Muiiiz et al., 2019).

Particularmente en la migrafia, el tratamiento actual cuenta con una gran variedad de enfoques
tanto farmacoldgicos como no farmacolédgicos. Entre los medicamentos mas comunes se
encuentran los triptanes o los antagonistas del receptor CGRP (Calcitonin Gene-Related Peptide).
Aungue estos tratamientos pueden ser efectivos y han mostrado un perfil de seguridad notable,
no siempre son adecuados debido a sus efectos secundarios. (de Vries et al., 2020; Wattiez et

al., 2020).

Por ello, existe una necesidad urgente de desarrollar moduladores selectivos y eficaces para la
migrafia. Los moduladores selectivos de TRPMS8 representan una via prometedora, ya que
podrian ofrecer beneficios terapéuticos especificos sin los efectos secundarios asociados con los

tratamientos actuales, proporcionando un tratamiento mas seguro. (Dussor & Cao, 2016).

En definitiva, el canal TRPMS8 es una diana terapéutica prometedora para el tratamiento de la
migrafia y otras patologias relacionadas con el dolor y la inflamacién. La budsqueda de
moduladores selectivos de TRPMS8 puede abrir nuevas vias para tratamientos mas efectivos y
seguros que mejoren la calidad de vida de los pacientes. Por ello, los objetivos de este Trabajo

de Fin de Grado serian:

- Emplear la base tedrica adquirida durante el grado en un entorno practico dentro
de un laboratorio de investigacion cientifica.

- Llevar a cabo un cribado de alto rendimiento mediante técnicas fluorimétricas para
la busqueda de nuevos compuestos moduladores de TRPM8 que puedan tener

aplicaciones en el tratamiento de enfermedades como la migrafia
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- Determinar las caracteristicas farmacoldgicas de los compuestos mediante la
realizacién de ensayos dosis-respuesta, selectividad y citotoxicidad.
- Verificar la actividad de los compuestos seleccionados mediante técnicas de

electrofisioldgicas.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivos Celulares

Para los ensayos de cribado de compuestos y de viabilidad celular, el modelo experimental
empleado fue la linea celular HEK-CR1. Son células embrionarias de rifidn humano que han sido
transfectadas con un plasmido que expresa de manera estable el canal TRPMS8 de rata. Estas
células fueron cultivadas en monocapa utilizando el medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) suplementado con suero fetal bovino (FBS, Thermo Fisher) al 10%, solucién de
penicilina estreptomicina al 1% y 0.45 mg/mL de Geneticina 418 y se mantuvieron en
condiciones controladas a 37°C y 5% de CO,. El mantenimiento de estas células se llevé a cabo
en frascos de 175 cm?, tratdndolas con Tripsina-EDTA al 0.25% una vez alcanzaban un 80 - 100%

de confluencia para dar un nuevo pase o sembrar placas para la realizacién de distintos ensayos.

Para los ensayos de cribado, selectividad y viabilidad se utilizan microplacas de 96 pocillos que
han sido previamente tratadas con una dilucién de 100 pL de Poly-L-Lysina en 10 mL de PBS 1X
para permitir que las células se adhieran a la placa. En los ensayos de cribado y de selectividad,
las células se siembran a una densidad de 50.000 células por pocillo y se cultivan durante 24
horas. Para los ensayos de viabilidad celular se sigue el mismo tratamiento de las microplacas,
pero las células se siembran a una densidad de 30.000 células por pocillo en medio durante 48

horas.

En los experimentos de electrofisiologia (patch-clamp), se utilizaron placas de 24 pocillos,
pretratadas de la misma manera que se ha descrito previamente. Las células se sembraron a una
concentracion de 20.000 células por pocillo y se incubaron durante 48 horas antes de realizar el

ensayo.

Por otro lado, en los ensayos de selectividad se utilizaron células HEK-TRPV1 que expresan
establemente el canal TRPV1 humano. Estas células se cultivaron en medio DMEM F12,

suplementado con 10% de FBS, 1% de P/S, 1% de Geneticina y 1% de aminoacidos no esenciales
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(NEM-AA), manteniéndose a 37°C en una atmdsfera controlada con 5% de CO,. Las condiciones

de siembra de esta linea celular son las mismas que para HEK-CR1.

3.2 Libreria de compuestos

Para los ensayos de actividad de TRPM8 se utiliza como agonista el mentol. La preparacion del
compuesto se realizd a partir de un stock de mentol a 500 mM utilizando como diluyente tampdn
de ensayo acuoso (Assay Buffer). Se prepara a concentraciones de 1 mM de manera que al

inyectar 10 plL por pocillo, la concentracién final sea de 100 uM.

Como antagonista de referencia se utiliza el AMTB, cuya preparacion se realizé a partir de una
disolucién stock de AMTB a 10 mM. Se disuelve en DMSO y se prepara a concentraciones de 1

mM, de manera que al afadir 1 pL por pocillo, la concentracidn final en este sea de 10 uM.

En el presente trabajo se han evaluado 36 compuestos seleccionados a partir de una libreria
guimica de mas de 4 millones de compuestos. La selecciéon de estos compuestos se realizd
mediante un proceso de docking molecular. Este enfoque computacional permitié identificar los
compuestos con mayor potencial para interactuar con nuestro objetivo bioldgico de interés. Para
el cribado de los compuestos se utilizaron inicialmente dos concentraciones: 50 y 5 uM.
Posteriormente se utilizaron 6 concentraciones (100, 30, 10, 1, 0.1 y 0.01 uM) para cada
compuesto seleccionado a partir del cribado con el fin de definir sus curvas dosis respuesta y

caracterizar sus potencias.

Estos compuestos son solubles en disolventes organicos, como el DMSO. Se debe tener en
cuenta que este disolvente puede presentar efectos citotdxicos a concentraciones superiores al

1%, por lo que en el ensayo no superaremos nunca dicha concentracion.

3.3 Ensayos fluorimétricos

Para el cribado de compuestos y los ensayos dosis-respuesta se llevaron a cabo medidas
funcionales mediante ensayos fluorimétricos basados en sondas sensibles a Ca?* que permiten
monitorizar la actividad de los canales TRP. Se utilizé la sonda Fluo4-NW que actua de indicador
fluorescente de Ca%* y nos permite medir la actividad de TRPMS, al ser este permeable al calcio.
El mecanismo de accidn de la sonda Fluo-4 es detectar pequenos cambios en la concentracion

de Ca?, permitiendo la medicidn del Ca?* intracelular. Para ello, esta sonda se carga en las células

15



que estan expresando el canal de interés y que en este caso son sensibles al Ca%". En presencia
de un agonista, los canales se abriran con el consecuente incremento de calcio citosélico y por
tanto un aumento en la fluorescencia emitida por la sonda Fluo4-NW. Por el contrario, la adicién
de un antagonista impedird la entrada de Ca?* al citosol mediante el cierre del canal,

imposibilitando el incremento de sefial fluorescente.
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Figura 5. Esquema representativo de la activacion e inhibicion del canal TRPMS8 en células HEK-CR1. Se representa
la subida de fluorescencia por la adicion de mentol en el ciclo 10, y el bloqueo por la presencia del inhibidor afiadido
en el ciclo 4, de manera que no se produce el aumento en la intensidad de fluorescencia al afiadirse en el ciclo 10 el
agonista.

De esta manera, los ensayos fluorimétricos, mediante la deteccidén de cabios en la fluorescencia

provocados por la unién de calcio a la sonda, nos permiten el estudio de la actividad del canal y

por tanto determinar la accién que ejercen determinados compuestos sobre él.

Como se ha explicado en el apartado de cultivos celulares, las células HEK-CR1 se siembran en
placas de 96 pocillos negras con fondo transparente con una densidad de 50.000 células por
pocillo. Pasadas 24 horas y con una confluencia cercana al 100% se procede a llevar a cabo el
ensayo. Primeramente, se retira el medio de cultivo y se afladen 100 pL de sonda Fluo-4AM. Esta
sonda es sensible a la luz y la temperatura, por lo que el protocolo se realiza en condiciones de
oscuridad. Posteriormente se deja incubar la placa durante 30 minutos a una temperatura de
37°C y pasado este tiempo, las células se dejan durante otros 30 minutos en el lector de placas
CLARIOstar OMEGA, el cual se encuentra a una temperatura de 30°C en su interior. Es entonces

cuando se realizan las medidas de fluorescencia en el lector de placas, que realiza 20 ciclos de

lectura y mide la fluorescencia media de todo el pocillo.

Durante los tres primeros ciclos se realizan medidas de la fluorescencia basal. En el ciclo 4 la

placa se extrae del lector y se afiaden manualmente los compuestos a ensayar, asi como los
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controles. Como control negativo se afiade 1 ul de AMTB a una concentracion final en pocillo de
10 uM. En el caso del control positivo, se aflade 1ul de DMSO, ya que este es el vehiculo tanto
de los compuestos a ensayar como del AMTB. En el ciclo 10 el equipo inyectard de forma
automatica 10 pl de mentol en todos los pocillos de la placa, teniendo como concentracion final
100 uM. La placa se lleva de vuelta al lector, se deja reposar 2 minutos para que la temperatura
de las células se estabilice y se retoma la medida. En el ciclo 10 el equipo detiene la medicién e

inyecta automaticamente el agonista mentol a una concentracién de 100 puM por pocillo.

Si los compuestos son antagonistas del canal, no se verd un incremento de fluorescencia tras su
adicién en el ciclo 4 ni tras la inyeccidon del mentol en ciclo 10, ya que estaran bloqueando el
canal e impidiendo el paso de Ca?" al interior celular y la subida de fluorescencia consecuente.
Por el contrario, los compuestos que muestren un caracter agonista produciran un aumento en
la fluorescencia tras ser afiadidos en el ciclo 4, lo que significard que estan produciendo la

activacién del canal.

Se ensayaron los 36 compuestos a concentraciones de 50 y 5 uM y se evaluo la actividad del
canal TRPM8 en presencia de estos para ver si eran capaces de modular su actividad.
Posteriormente, se seleccionaron los 5 compuestos que mostraron mayor eficacia para realizar
un ensayo dosis-respuesta con el fin de caracterizar su potencia, en el que se ensayaron 6
concentraciones de cada compuesto. Para dar validez a los experimentos, previo al cribado y a
los ensayos dosis-respuesta, se realizaron medidas fluorimétricas de los controles positivo

(mentol) y negativo (AMTB) a concentraciones alrededor de su ECso e I1Cso, respectivamente.

Para validacion de los resultados se utilizé el factor Z, un pardmetro estadistico que mide el
tamafio del efecto estadistico y es crucial para evaluar la fiabilidad y reproducibilidad de los
experimentos. Su valor maximo es 1, y solo se admitieron aquellos ensayos que presentaron
valores del factor Z entre 0.5 y 1. Se calculé con la siguiente formula, donde la pmax representa
los valores medios de la intensidad de fluorescencia de los controles positivos y Lmin de los
negativos; y la SD representa la desviacion estandar de los controles positivos (max) y negativos

(min):

3 (SDmaX + SDmin)

Factor Z =1 —
(lumax - /umin)

La modulacidn de los canales TRP se evalud segun el caracter agonista o antagonista de los

compuestos. Para los compuestos agonistas, se comparé el incremento de la fluorescencia tras
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su aplicacién en el ciclo 3 con el aumento de fluorescencia generado por el control positivo
(mentol 100 uM) en el ciclo 11. En el caso de los compuestos antagonistas, se contrastd el
aumento de fluorescencia producido por el agonista de referencia en presencia de los
compuestos en el ciclo 11 con el incremento de fluorescencia del control positivo en el mismo
ciclo. Asi, dependiendo del caracter agonista o antagonista de los compuestos, se calcularon

respectivamente los porcentajes de activacién o inhibicién del canal, utilizando las siguientes

férmulas:
% Activacié —( f— Fs ) 100
0 AcCtlvacion = FCll — FClO
F,,—F
% Inhibicion = (1 - H) .100
11 — 10

La “F” representa la fluorescencia en los pocillos con compuesto; La “FC” representa la
fluorescencia de los pocillos de control positivo; y los nimeros hacen referencia al ciclo en el que
se llevaron a cabo las medidas, siendo el ciclo 3 antes de afiadir los compuestos y el ciclo 4 tras

su adicidn; y el ciclo 10 antes de la inyeccidn del control positivo y el ciclo 11 tras su inyeccidn.

Finalmente utilizé el programa informatico GraphPad Prism 8.0.2 para el analisis estadistico de
los datos, la generacion de figuras y curvas dosis-respuesta y el calculo de los valores de potencia

(1C50) a través del ajuste de los datos experimentales a la Ecuacion de Hill.

3.4 Ensayo de selectividad en TRPV1

Para determinar la selectividad por el canal TRPMS, se llevd a cabo un ensayo de lectura de
fluorescencia con los mismos pasos descritos previamente, pero en este caso se usaron células
HEK-TRPV1. Se utiliz6 como control negativo el rojo rutenio (RR) a 10 uM y como control
positivo, capsaicina 10 uM (CPS), agonista reconocido de TRPV1. Se probaron unicamente los
cinco compuestos que fueron seleccionados tras los ensayos dosis-respuesta a cinco
concentraciones cada uno: 100, 30, 10, 1 y 0.1 uM. En el ciclo 10, el equipo inyecta capsaicina

10 uM.

Ademas, para aquellos compuestos en los que se observé un aumento de fluorescencia en el
ciclo 4, es decir, tras la adicién de los mismos, se realizé un ensayo adicional en el que se

evaluo si este aumento se debia a un efecto agonista sobre TRPV1. Para ello, se utilizé el mismo
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protocolo que en experimentos anteriores, con la diferencia de que esta vez afiadimos rojo

rutenio de forma previa al inicio del ensayo.

El andlisis inicial de los datos para evaluar el comportamiento de los compuestos se realizd de

manera similar a la descrita para el modelo celular de TRPMS8 en el apartado 3.3.

3.5 Ensayo de viabilidad celular

Se realizd un ensayo colorimétrico de viabilidad celular, conocido como ensayo de MTT, para

determinar la citotoxicidad de los compuestos seleccionados.

Se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto
coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de
las células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion
celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido, que

puede ser medible por un espectrofotémetro.

A diferencia de las placas de 96 pocillos negras utilizadas para los ensayos anteriores de medida
de fluorescencia, para este ensayo se utilizan placas transparentes, y se siembran las células HEK-
CR1 a una densidad celular de 30.000 células por pocillo. Las células se incuban a 37°Cy 5% de
CO; durante 24 horas para permitir su adherencia a la placa y se preparan los compuestos a
ensayar diluidos en DMSO a una concentracién no tdxica (1%). En nuestro caso se prepararon 5
compuestos a 4 concentraciones cada uno: 200, 100, 50 y 10 uM. Pasado este tiempo se retird
el medio de cultivo, se afiadieron 100 pL de compuesto por pocillo y las células se volvieron a
incubar en las mismas condiciones durante 24 horas mas para permitir que los compuestos
actuasen sobre todas las células. Tras esta incubacidn se afiadieron 5 puL de MTT en oscuridad, a
partir de un stock de 5 mg/mL diluido en tampdn PBS y se incubaron durante 4 horas a 37°C para
permitir la formacion de los cristales de formazan. Entonces se elimina el sobrenadante y se
afiaden 100 pL de DMSO puro por pocillo, homogenizando bien hasta que los cristales de
formazan se disuelvan. Finalmente se llevan al lector de placas CLARIOstar Omega, donde se
lleva a cabo la lectura de la densidad dptica (DO) a una longitud de onda de 570 nm con un filtro
de referencia de 620 nm y con una agitacion de 1 minuto previa antes de la medida para asegura

que los cristales quedan disueltos.
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Tomando como control positivo de crecimiento celular los pocillos sin ninglin tratamiento (medio
de cultivo); y como control negativo de mortalidad cercana al 100% los pocillos en los que se
afiade tampdn de ensayo enriquecido como dodecilsulfato sdédico (SDS) a concentracion de 0.1
mg/mL, se calcula el porcentaje de viabilidad celular para cada compuesto y para cada una de

las concentraciones ensayadas mediante la siguiente formula:

Lo DO células tratadas
% Viabilidad celular =

DO células control '

3.6 Ensayos electrofisioldgicos, patch clamp

Para verificar la actividad antagonista de los compuestos seleccionados se prepararon
experimentos de patch-clamp utilizando la modalidad whole-cell voltage-clamp. Para ello se
sembrd la linea celular HEK-CR1 en placas de 24 pocillos a una de concentracién de 20.000
células/pocillo con cristales de 12 mm. Tras 48h de incubacién se realiz6 el ensayo con la
configuracidn especificada, la cual registra las corrientes de todos los canales idnicos de la célula

manteniendo un voltaje de -60 mV constante.

La solucion interna utilizada en los experimentos contenia (en mM) 150 NacCl, 5 EGTA, 3 MgCl,
and 10 HEPES ajustada a un pH de 7,2 con KOH; y la solucidon externa empleada contenia (en
mM) 150 NaCl, 6 CsCl, 1,5 CaCl,, 1 MgCl,, 10 D-glucosa y 10 HEPES, ajustada a un pH de 7,4 con
NaOH.

El experimento de patch-clamp en configuracion whole-cell comienza con la formacién un sello
de alta resistencia entre la membrana celular y una micropipeta de vidrio, la cual se encuentra
llena de solucidn interna. La micropipeta se acerca a la superficie celular y se aplica una ligera
succidn, provocando la invaginacion de la membrana y la formacion del sello, logrando una
resistencia de 1 GQ. Luego, se aplica una pequeiia succién adicional para romper la porcion
invaginada de la membrana, permitiendo que la solucién interna entre en contacto con el
citoplasma. Una vez establecida la conexidn, el potencial de membrana se fijé a -60 mV para

registrar la corriente de todos los canales activables.

En condiciones control, se aplicaron dos pulsos de mentol a 100 uM, denominados P1y P2, con
un intervalo de 120 segundos para evaluar la desensibilizacién del canal TRPMS8. Para probar el

compuesto, se aplicé a una concentracién de 50 uM, 30 segundos antes y durante el segundo
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pulso de mentol. Los resultados se expresaron como porcentaje de activacion de TRPMS tras la
adicion de los compuestos, calculando la relacién P2/P1 de las condiciones testadas y

normalizandola con la relacién P2/P1 del control.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Ensayos fluorimétricos

Para poder evaluar correctamente la efectividad de los compuestos a ensayar en la activacion o
inhibicion del canal, es fundamental establecer controles adecuados que permitan interpretar
los resultados de los experimentos. En estos experimentos, el mentol serd utilizado como control
positivo y el AMTB como control negativo. El mentol activa el canal provocando un aumento de
fluorescencia detectada por el equipo, mientras que el AMTB inhibe el canal, lo que se traduce

en una ausencia o disminucién de la fluorescencia.

Es por ello que antes de realizar las mediciones de fluorescencia en las placas experimentales en
las que se evaluara la efectividad de lo compuestos, se llevan a cabo mediciones de placas
"controles" para evaluar la respuesta al mentol y al AMTB, aplicando diferentes concentraciones
de estos. Ambos compuestos se prueban a 16 concentraciones, desde 1 mM hasta 0.3 uM para

el mentol y desde 100 uM hasta 5 pM para el AMTB.
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Figura 6. Representacion de la activacion del canal TRPMS8 en presencia de Mentol y AMTB. Se evalua el efecto del
agonista de referencia (mentol) y del antagonista de referencia (AMTB). n=3, N=2, Z>0,5.
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Para el mentol se observa una disminucion progresiva en la activacién del canal a medida que se
reducen las concentraciones. Las concentraciones mas altas de mentol produjeron una
activacion significativa del canal, mientras que esta activacidn disminuyd con la reduccién de la
concentracion del mentol, confirmando su papel como un agonista del canal. En el caso del
AMTB se observa el comportamiento inverso. A concentraciones mas altas, mayor inhibicion del
canal se observa, y a medida que disminuyen las concentraciones de AMTB, se observa un

aumento en la activaciéon del canal, corroborando su funcién como antagonista.

Se puede ver en la Figura 7 las curvas dosis-respuestas de los controles positivo y negativo, que

nos permiten obtener la ECso y la ICso respectivamente.
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Figura 7. Curvas dosis-respuesta mentol y AMTB. Se representan los valores de % de actividad del canal
TRPM8 normalizados para el control positivo de mentol 100 uM, frente al logaritmo de la concentracion de los
distintos compuestos. Cada punto representa el % de actividad media = SD. Las lineas continuas representan
las sigmoides ajustadas por la ecuacidn de Hill, y las lineas discontinuas muestran el intervalo de confianza
(95%).

Para el mentol, la ECso, concentracion a la que se observa la mitad de la activacién maxima, es
de 78,4 + 1,1 uM. Para el AMTB, la ICso, concentracidn a la que se observa una inhibicion del
50%, es de 0,1 £ 1,1 uM. Debido a que en nuestros ensayos buscaremos la activacién o inhibicidn
mdxima del canal, se usara como control positivo el mentol a concentracién 100 uM y como

control negativo el AMTB a concentracion 10 uM.
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4.1.1 Cribado de compuestos

Se realizé un cribado de alto rendimiento de una coleccidon de 36 compuestos con el fin de
identificar nuevas moléculas que tuviesen efecto sobre la actividad del canal TRPMS8 en células
HEK-CR1, utilizando técnicas fluorimétricas, tal y como se detalla en el apartado 3.3 de
Materiales y Métodos. La actividad del canal se determind a concentraciones de 50y 5 uM. Todos
los compuestos mostraron un caracter antagonista sobre TRPM8 en presencia de mentol, y se
seleccionaron aquellos que fueron mas eficaces, comparando su comportamiento con la accién

del agonista AMTB de referencia.
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Figura 8. Cribado de alto rendimiento de la coleccion de 36 compuestos. En verde el control positivo (mentol 100 yM)
y en naranja el control negativo (AMTB 10 uM). Se representa la media de los resultados del % de actividad del canal
TRPMS8 # SD. n=3, N=3, Z>0,5. La linea discontinua muestra el 50% de activacion de TRPMS.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos mediante la técnica de cribado se seleccionaron los
compuestos que mostraron una mayor actividad bloqueante del canal. Para la concentracion de
50 uM, los compuestos 33 y 35 fueron los que resultaron mas eficaces en el bloqueo del canal.
Sin embargo, para su seleccién también se tuvo en cuenta la actividad bloqueante de los
compuestos a la menor concentracién (5 uM). En este caso, el compuesto 33 presentd la mayor

actividad inhibitoria.

Finalmente, estos resultados nos permitieron determinar el posible potencial terapéutico de los
compuestos como bloqueadores del canal y se escogieron por su eficacia de bloqueo los
compuestos 25, 32, 33, 34, 35 para sucesivos estudios de dosis-respuesta que nos permitan

obtener su potencia.
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4.1.2 Ensayo dosis-respuesta

Tras el cribado inicial y con el fin de caracterizar su potencia, se llevé a cabo un ensayo dosis
respuesta de los 5 compuestos seleccionados. Para ello se miden los compuestos a 6
concentraciones (100, 30, 10, 1, 0.1 y 0.01 uM), permitiendo asi generar curvas dosis- respuesta
gue nos permitan obtener la potencia. Debido al caracter antagonista de los compuestos se
determind la concentracién inhibidora media maxima (ICso), que nos dara la concentracion de

antagonista necesaria para reducir la actividad del canal a la mitad.
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Figura 9. Cribado dosis-respuesta de compuestos moduladores de TRPMS8. Representacion de los valores de actividad
del canal TRPM8 normalizados frente al control positivo 100 uM. Se ensayan 6 concentraciones para cada compuesto
y se representa la media de los valores + SD. Se muestran los compuestos 32, 33, 34, 35 y 25 seleccionados del cribado.
Andlisis estadistico Ordinary One-Way ANOVA. Los datos significativamente estadisticos estdn marcados con **** sj
p-value es <0,0001 y con ** si p-value es < 0,01. n=3, N=3, Z > 0,5.

Con los resultados obtenidos mediante las técnicas fluorimétricas, podemos ver que, los
compuestos 25, 32, 33, 34 y 35 fueron capaces de bloquear el canal, reduciendo
significativamente su actividad, y se puede apreciar una modulacion del canal inversamente

proporcional a la concentracién del compuesto utilizada.

A continuacidén, se muestran en la Figura 10 las curvas dosis-respuesta generadas para estos 5

compuestos y sus respectivas ICso en la Tabla 1.
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Figura 10. Curvas dosis-respuesta de los compuestos para la caracterizacion de su potencia (ICso). Se muestran las
curvas de los compuestos 25, 32, 33, 34 y 35, representando los valores de % de actividad del canal TRPM8 normalizados
para al control positivo de mentol 100 uM, frente al logaritmo de la concentracion de los distintos compuestos. Cada
punto representa el % de actividad media + SD. Las lineas continuas representan las sigmoides ajustadas por la ecuacion
de Hill, y las lineas discontinuas muestran el intervalo de confianza (95%). n=3, N=3, Z > 0,5.
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Compuesto Potencia (ICso) £ SD

25 23,5+ 1,2uM
32 3,8+1,2 uM
33 8,5+1,2 uM
34 8,4+1,3uM
35 4,9+1,2 pM

Tabla 1. Determinacion de la potencia de los compuestos en TRPM8. Se muestran los valores de la ICsp junto con las
desviaciones estandar (SD).

Los valores de ICso nos permiten comparar los compuestos en funcion de su potencia, siendo los
mas potentes aquellos que muestren una ICsp mds baja. Los dos compuestos con menor |Csg
fueron el 32 (3,8 £ 1,2 uM) y el 35 (4,9 + 1,2 uM). Por el contrario, el compuesto que resultd

menos efectivo fue el 25, con una ICsp de 23,5 £ 1,2uM.

4.2 Ensayo de selectividad en TRPV1

Para determinar la selectividad de los cinco compuestos seleccionados tras los ensayos dosis-
respuesta sobre los canales TRPMS8, se realizaron ensayos de selectividad descritos en el
apartado 3.4 en células HEK-TRPV1. Los compuestos se probaron a cinco concentraciones (100,
30, 10,1y 0.1 uM) y se evalué la actividad del canal en presencia de estos compuestos frente al
agonista de TRPV1 (capsaicina, 10 uM), comparandolos con el antagonista de referencia para
TRPV1 (rojo rutenio, 10 uM). Los compuestos se analizaron mediante técnicas fluorescentes,

siguiendo el mismo procedimiento descrito en los apartados anteriores.
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Figura 11. Selectividad de los compuestos en TRPV1. Representacion de la media + SD de los resultados de los ensayos
fluorimétricos en células HEK-TRPV1 de los 5 compuestos seleccionados a 5 concentraciones. A la izquierda los
controles (CPS 10 uM, RR 10 uM). Andlisis estadistico Ordinary One-Way ANOVA. Los datos significativamente
estadisticos estdn marcados con **** sj p-value es < 0,0001, con *** si p-value es < 0,001, con ** si p-value es < 0,01
y con * si p-value es < 0,1. n=3, N=2
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Al igual que en los analisis para TRPMS, para ver si los compuestos podian ser antagonistas del
canal TRPV1, se analizé en el ciclo 10, calculando el % de inhibicién para ver si habia una
disminucién en la intensidad de fluorescencia ocasionada por los compuestos. En la Figura 11,
los compuestos 33 y 35 parecian ser antagonistas de TRPV1, ya que se observa una disminucién

de la actividad del canal en presencia de concentraciones altas de estos compuestos.

Sin embargo, si nos fijamos en las graficas de intensidad de fluorescencia, ocurre un aumento de
fluorescencia al aplicar los compuestos tras el ciclo 3, tal y como se puede ver en la Figura 12.
Por lo tanto, la aparente inhibicién que se observa en los compuestos 33 y 35 (Figura 11), es
debida a un aumento de la fluorescencia tras la adicién de estos, lo que podria indicar un efecto
agonista sobre TRPV1. Este aumento deja un nivel de fluorescencia por encima del basal durante
todo el registro, haciendo que la respuesta a capsaicina sea mas pequefia y dando como

resultado una falsa inhibicidn.
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Figura 12. Representacion de la subida de fluorescencia en el ciclo 4. Se representa de la media de los valores de
intensidad de fluorescencia del compuesto 35 a 100 uM en células HEK-TRPV1.

Tras esta observacion, se comprueba que los compuestos podrian ser en realidad agonistas de
TRPV1. Para confirmar esta hipdtesis, se realizé un nuevo ensayo flurorimétrico en la linea celular
HEK-TRPV1, pero en esta ocasion se probaron los compuestos 33 y 35 a una concentracion de 30
UM en presencia del antagonista de referencia (RR) para comprobar si la activacién estaba

ocurriendo via TRPV1. (Figura 13)
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Figura 13. Selectividad de los compuestos en TRPV1 a concentracion 30 uM en presencia de RR. A la izquierda los
controles positivos (CPS 10 uM) y negativos (RR 10 uM). Andlisis estadistico Unpaired t-test. Valores significativamente
estadisticos con un p-value <0,0001 representados mediante **** n=3, N=2.

Al aplicar Unicamente los compuestos, se observa un aumento en la actividad del canal, pero en
presencia de RR esta activacién se ve inhibida. Esto nos lleva a concluir que la activacidon
observada en el ciclo 4 es debida a la activacién del canal por accidon de los compuestos y que

por tanto estos son agonistas de TRPV1.

Los compuestos 33 y 35 se han identificado como antagonistas del canal TRPMS8 y agonistas de
TRPV1. Este hallazgo no es completamente novedoso, ya que estudios recientes han mencionado
compuestos capaces de inhibir un canal y activar otro dentro de la familia de los canales TRPs.
Por ejemplo, recientemente se identificaron componentes herbales que actian como agonistas
de TRPA1 y antagonistas de TRPMS, lo que respalda la versatilidad de ciertos compuestos en la

modulaciéon de canales idnicos. (Sanechika et al., 2021).

4.3 Ensayo de viabilidad celular

Tal y como se indica en el apartado 3.5 de Materiales y Métodos, se evalud la toxicidad de los
compuestos seleccionados en la linea celular HEK-CR1 mediante el ensayo del MTT. La
evaluacion de la toxicidad de estos compuestos es esencial para su consideracidn como posibles

farmacos.

Se probaron cuatro concentraciones para cada uno de los compuestos, a partir de sus respectivas

ICs0: 200, 100, 50 y 10 pM.
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Figura 14. Porcentaje de viabilidad de las células HEK-CR1 en presencia de los compuestos a 4 concentraciones. A
la izquierda del grdfico se representan el control positivo (medio de cultivo), el control negativo (SDS 0,1 mg/mL) y el
control vehiculo (DMSO). Se representa la media de los valores obtenidos para cada concentracion +- SD. Andlisis
estadistico Ordinary One-Way ANOVA. La significancia estadistica de los datos estd representada como **** (p-value
<0,0001). n=3, N=2.

Los resultados estan normalizados en base al control positivo, que contiene el medio de cultivo
celular, y como control negativo se ha aplicado el detergente SDS, con una viabilidad celular
cercana al 15%. Se puede observar que la tanto la para el control positivo, como para el control
vehiculo, la viabilidad celular es cercana al 100%. Esto nos indica que el DMSO, empleado en la
disolucién de los compuestos en este estudio, no presenta toxicidad hacia las células a las
concentraciones utilizadas, por lo que cualquier disminucidn en la viabilidad celular observada a
las diferentes concentraciones de los compuestos ensayados podra atribuirse a la toxicidad
intrinseca de estos, y no al efecto del vehiculo. Estos resultados confirman la validez del ensayo

al asegurar que el vehiculo no interfiere la evaluacién de la toxicidad de los compuestos.

Los resultados indican que los compuestos no mostraron citotoxicidad en el sistema celular a
ninguna de las concentraciones ensayadas, ya que la viabilidad celular se mantuvo por encima
del 80%, umbral generalmente aceptado para considerar un tratamiento no citotdxico. (Lopez-

Garcia et al., 2014).

Por lo tanto, se llega a la conclusién de que los compuestos no son toxicos para las

concentraciones especificadas dentro del rango de eficacia.
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4.4 Ensayos electrofisiologicos

Los ensayos de electrofisiologia se han llevado a cabo, pero no se han obtenido los resultados
esperados, debido a una ausencia de respuesta por parte de las células, posiblemente causada
por estar trabajando con un pase demasiado alto o por problemas en el tratamiento de los
cristales. Estos ensayos no se habian podido realizar con anterioridad, ya que se necesitaban los
resultados de los ensayos de cribado, selectividad y citotoxicidad para seleccionar los mejores

candidatos.

Para solucionar estos inconvenientes, estamos siguiendo diferentes estrategias: por un lado, se
esta descongelando un nuevo pase de células para intentar recuperar su funcionalidad; por otro
lado, se estan probando diferentes protocolos de adhesién celular, modificando la concentracion

de polilisina, dado que sabemos que puede ser tdxica para las células.
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5. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

Podemos concluir que, dado que TRPMS8 participa en numerosos procesos fisioldgicos y
patoldgicos, una busqueda de moduladores de este canal como la llevada a cabo en el presente
trabajo es fundamental para el desarrollo de nuevos farmacos. Teniendo esto en cuenta, de
nuestra busqueda de nuevos moduladores del canal TRPM8 se extraen las siguientes

conclusiones:

A partir de la coleccidn inicial, se seleccionaron cinco compuestos que mostraron un
comportamiento antagonista frente al canal TRPMS8, logrando reducir
significativamente su actividad con una potencia en el rango micromolar bajo, lo que
indica su potencial terapéutico.

- Los compuestos con las mejores propiedades farmacoldgicas fueron el compuesto
32y el compuesto 35, conuna ICsode 3,8 + 1,2 uM y 4,9 + 1,2 uM, respectivamente.

- Ninguno de los compuestos seleccionados presentd toxicidad a las concentraciones
evaluadas en los ensayos de viabilidad celular.

- Los ensayos de selectividad en presencia de rojo rutenio revelaron que los
compuestos 33 y 35 no eran moduladores especificos de TRPMS, ya que mostraron
actividad agonista para el canal TRPV1.

- El compuesto 32 es el mas prometedor debido a su alta eficacia como inhibidor a

bajas concentraciones, su falta de toxicidad y su especificidad por TRPMS8.

Como perspectivas futuras, consideramos necesario comprobar la selectividad de los
compuestos seleccionados en sistemas celulares que expresen otros canales termo-TRP, como

puede ser TRPA1, que también es activado por temperaturas frias.

Adicionalmente, para comprender en mayor profundidad el comportamiento antagonista de los
compuestos seria conveniente continuar con los ensayos de electrofisiologia en futuras
investigaciones. Mediante la técnica de fijacién de membrana (patch-clamp), se caracterizara el
compuesto 32, por ser el mas efectivo. Esto nos permitira determinar con mayor sensibilidad y
resolucion la cinética de apertura y cierre del canal TRPMS, asi como analizar detalladamente la

interaccién entre los compuestos y los dominios de este canal.

Finalmente, una vez caracterizados los compuestos con mejores propiedades farmacoldgicas in
vitro, seria esencial llevar a cabo ensayos en modelos animales. Dado que los compuestos
evaluados son bloqueadores del canal, se deberia evaluar el efecto farmacolégico de estos en

modelos animales que presenten patologias en las que TRPMS8 esté sobreexpresado, asi como
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en modelos de cancer de préstata o de mama para evaluar el posible efecto citotdoxico o

citostatico de los compuestos.
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