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Resumen

En este trabajo se estudio el efecto de los flavonoides crisoeriol, crisoeriol 7-O-3-D-
glucopiranésido y thalasiolina B, obtenidos a partir del pasto marino Thalassia
testudinum, sobre las corrientes idnicas ASIC (subunidades 1a, 1b, 2a y 3)
expresadas en células CHO-K1 mediante la técnica de lipotransfeccidon. 48 hrs.
después de la transfeccion las células respondieron a la exposicion de un pulso
acido, produciendo una corriente entrante sensible a amilorida y cuyas propiedades
biofisicas dependieron del tipo de subunidad expresada. Crisoeriol 7-O-3-D-
glucopiranésido (100 uM) produjo una inhibicion reversible sobre la corriente al pico
(Ipico) de la subunidad ASIC1a (13 = 3%) con el protocolo de co-aplicacion, sin
embargo no se observo ningun efecto sobre las demas subunidades ni con los otros
protocolos de aplicacion. Por su parte thalasiolina B (ThB) a una concentracién de
100uM mostré tener un efecto bifasico durante el protocolo de aplicacion sostenida
inhibiendo la corriente al pico de las subunidades ASIC2a (17 + 2%) y ASIC3 (5 £
1%) e incrementando la lpico de la subunidad ASIC1b (18 + 4%). Durante la co-
aplicacion el efecto de ThB fue unicamente inhibitorio, afectando la lpico de las
subunidades ASIC1a (18 £ 4%), 1b (8 £ 4%) y 2a (18 £ 2%), mientras que no tuvo
efecto significativo con el protocolo de pre-aplicacidon. Crisoeriol produjo una
inhibicion en todas las corrientes homoméricas ASIC bajo todos los protocolos de
aplicacion. La subunidad menos afectada fue ASIC1a, el efecto inhibitorio sobre la
Ipico varié dependiendo del protocolo de aplicacion (co-aplicacion = 17 + 2%, pre-
aplicacion = 25 £ 2% y aplicacidn sostenida = 27 + 4%), mientras que los mayores
efectos inhibitorios de crisoeriol se observaron sobre la subunidad 2a, durante la co-
aplicacioén la inhibicion sobre fue de 59 + 2%, con la pre-aplicacién se inhibi6 el 34
1+ 6% Yy con el protocolo de aplicacion sostenida se obtuvo una inhibicién del 72 +
2% sobre la Ipico. Cabe senalar que los efectos producidos por thalasiolina B y

crisoeriol fueron completamente reversibles.

Debido a que el mayor efecto observado fue el producido por crisoeriol sobre la Ipico
de la subunidad ASIC2a, realizamos las curvas dosis-respuesta para este

flavonoide y la subunidad 2a con cada protocolo de aplicacién, encontramos



concentraciones inhibitorias medias de 36 6 para aplicacion sostenida, 34 + 4 para

pre-aplicacién y 54 +8 para co-aplicacion.

Finalmente realizamos el modelaje in silico para conocer los potenciales sitios de
union de crisoeriol al canal ASIC, observamos que crisoeriol se une preferentemente

a la porcion extracelular del canal a nivel del residuo D° y del vestibulo central.

Estos resultados demuestran que de los flavonoides probados, crisoeriol no solo es
capaz de inhibir la corriente ASIC producida por cada una de las subunidades, si no
que dicha inhibicion es mucho mas marcada en comparacion con los otros
compuestos que si bien también son flavonoides tienen unidos grupos azucares y
sulfatos, lo cual puede afectar su actividad. Por todo lo anterior podemos decir que
crisoeriol es un potente inhibidor no selectivo para los ASICs y puede ser una

molécula de interés en la farmacologia de estos canales.



INTRODUCCION
Regulacién del pH

En el organismo la regulacion del pH dentro de los limites fisioldgicos (7.35 a 7.44)
es esencial para el mantenimiento de la homeostasis, debido a que la concentracién
de H* juega un papel determinante en reacciones enzimaticas, bioquimicas vy
moleculares, asi como en la modulacion de diversos tipos de receptores presentes
en las membranas celulares, pese que existen una serie de procesos encargados
del amortiguamiento del pH, durante condiciones fisiologicas y fisiopatologicas el
flujo de iones puede producir fluctuaciones localizadas de pH (Carrillo-Esper vy
Visoso-Palacios 2006; Magnotta et al., 2012). La acidificacién extracelular puede
producirse en situaciones patologicas tales como la inflamacion y la isquemia
cerebral, asi como también en condiciones fisiolégicas normales tales como la

transmision sinaptica y la actividad neuronal.

Las oscilaciones de pH estan finamente reguladas y se presentan en regiones
delimitadas del organismo. En el tejido cerebral normal por ejemplo, la sola actividad
neuronal es capaz de causar cambios de pH transitorios y localizados, esto a través
de varios mecanismos, uno de ellos es el aumento del metabolismo de
carbohidratos el cual produce una caida del pH debido a la produccién de
compuestos resultantes como el acido lactico y COz2, esto activa transportadores
HCO3- que pueden modificar el pH extracelular (Chesler 2003). Dichas
fluctuaciones del pH afectan diversos procesos celulares produciendo
modificaciones en la estructura celular y la actividad enzimatica ademas de la
modulacién de receptores de membrana y varias corrientes idnicas tales como
receptores purinérgicos (P2X 1-4 ), metabotropicos (acoplados a proteina G),
GABAérgicos (GABA), glutamatérgicos (alfa-metil-isoxasole-propiénico-acido
receptor (AMPA) y N-metil-D-aspartico-acido (NMDA)), canales de calcio de alto y
bajo umbral, corriente de Ca?* activada por K* y la corriente hERG (human Ether a-
go-go Related Gene) (Spray et al., 1981; Parton et al., 1991; Stoop et al., 1997:
Krishek et al., 2001; McDonald et al., 1998; Traynelis y Cull-Candy 1990; Banke et



al., 2005; Jensen et al 2005, Kehl et al 2002; Shah et al 2001; Almanza et al 2008;
Anumono et al., 1999).

Acid Sensing lon Channels (ASIC)

Los canales ASICs (por sus siglas en inglés Acid Sensing lon Channels) son canales
idnicos sensibles a cambios de pH extracelular que forman parte de la super familia
ENaC/DEG (del inglés Epitelial Na+ Channel/Degenerin) por lo que son insensibles
a voltaje, permiten principalmente el paso de Na* y son blogqueados

inespecificamente por el diurético amilorida (Lingueglia 2007).

Provenientes de 5 genes se han reportado 7 subunidades ASIC (1a, 1b, 2a, 2b, 3,
4, 5), cada una de las cuales esta formada por dos segmentos transmembrana
unidos por una gran asa extracelular y sus dominios amino y carboxilo terminales
se encuentran localizados intracelularmente. En el 2007 Jasti y colaboradores
demostraron a través de la cristalografia del canal homomérico ASIC1a de pollo,
que se requieren 3 subunidades para formar un canal funcional, el cual puede ser
homo o heteromérico; todas las subunidades con excepcion de ASIC2b y 4 son

capaces de formar homdmeros funcionales (Jasti et al. 2007).

Dependiendo de las subunidades que conformen al canal las corrientes idnicas
obtenidas tendran diferente cinética y sensibilidad farmacoldgica. Pese a que las
subunidades ASIC2b y 4 no son capaces de formar homdmeros funcionales pueden
contribuir a la formacién de canales heteroméricos, modulando su actividad.
Trabajos recientes han demostrado que heteromeros ASIC1a y 2a no tienen
ninguna preferencia estequiométrica, lo cual sugiere que la estequiometria en los
canales heteroméricos ASIC esta determinada principalmente por los niveles de

expresion de cada subunidad (Bartoi et al. 2014).



Propiedades biofisicas de las corrientes ASIC

Las propiedades electrofisiolégicas de los canales ASICs (pHso de activacion, pHso
de desensibilizacion, tau de activacion, tau de inactivacion y recuperacion de la
desensibilizacidn) asi como su sensibilidad farmacologica varian dependiendo de
las subunidades que formen el canal, aunque existen caracteristicas uniformes para
todos los tipos de canales ASIC tales como su permeabilidad a Na*, insensibilidad

a voltaje e inhibicién inespecifica por amilorida.
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Figura 1. A) Dependencia de pH de la corriente producida por homémeros ASIC3 (pHso = 6.5). B)
Estructura del canal ASICs, se observa el sitio de unién a protones, el paso principalmente de Na* a través
del canal y para el caso de homdémeros ASIC1a y heterémeros 1a/2b también Ca?*, este Ultimo permite la
activaciéon de mensajeros intracelulares. C) corrientes homomeéricas activadas por pH &cido expresadas
en células CHO-K1, las subunidades 1a y 1b presentan una cinética con activacion e inactivacion rapida,
la subunidad 2a muestra una rapida activacién y una inactivacién lenta mientras que la subunidad 3
presenta una rapida activacion y una inactivacién parcial con una componente sostenido muy marcado.



Para saber mas en cuanto al comportamiento de los canales y los diferentes tipos
de corrientes que pueden conducir, se han caracterizado las corrientes
homomeéricas y heteroméricas ASIC1a, 1b, 2a y 3 empleando sistemas de expresion
heteréloga como ovocitos de Xenopus y diferentes lineas celulares (COS7, HEK y
CHO entre otras) (Hesselager et al. 2004; Grunder and Pusch 2015). En términos
generales las corrientes presentan una cinética de rapida activacion vy
desensibilizacidon parcial (Figura 1). Para el caso de ASIC1a la tau de activaciéon
(Tact) @ pH de 6.0 es de 6-14 ms mientras que la Tact para ASIC3 es aproximadamente
5ms mas rapida, para ambas activaciones se obtienen numeros de Hill mayores a
1, lo cual sugiere la unién cooperativa de mas de un proton para producir la apertura

del canal.

El proceso de desensibilizacion de los canales ASIC se debe a la presencia continua
de protones (H*). Los ASICs de mamifero presentan una desensibilizacidon
relativamente lenta pues tienen constantes de desensibilizacién (Tdesens) que van
desde algunos cientos de milisegundos a segundos, por ejemplo la Tdesens reportada
para ASIC1a es de 1.2-3.5s mientras que para el ASIC3 es de solo 300 ms, es
importante resaltar que algunos canales como el ASIC3 no desensibilizan por
completo y presentan una corriente sostenida la cual diferencia de la corriente
transitoria (selectiva principalmente para Na*) no es selectiva (Yagi et al. 2006);
cabe senalar que el porcentaje de desensibilizacion para las corrientes producidas
por homomeros 1a, 1b y 2a incrementa significativamente al disminuir el pH
(Grunder and Pusch 2015)

En el caso de ASIC1a la activacion repetitiva del canal provoca un aumento en el
tiempo que permanece desensibilizado, produciendo con ello una taquifilaxis de la
corriente la cual es mucho mas pronunciada a pH mas acidos y cuya funcién
actualmente se desconoce, pero se sugiere que se da para reducir el paso de

protones y Ca?* a través del canal (Chen and Grunder 2007).

En células que co-expresan las subunidades ASIC1a y ASIC1b, la desensibilizacion
de la corriente es significativamente mas lenta que la observada en cualquier otro

canal homomeérico, mientras que su sensibilidad al pH es practicamente la misma.



Estructura y activacién del canal ASIC

Cada una de las subunidades ASIC estd formada por dos segmentos
transmembranales (TM1 y TM2) los cuales se unen a través de una gran asa
extracelular (~370 residuos aminoacidicos) cuya secuencia presenta un numero
conservado de cisteinas y residuos acidicos, las cisteinas participan en el
plegamiento de la proteina, mientras que los residuos acidicos proveen a la
superficie del canal de una importante densidad de cargas negativas, por su parte
las porciones NH2 y COOH terminal se encuentran intracelularmente (Kellenberg et
al. 2002, Cushman et al. 2007).

La estructura cristalografica del canal homomérico ASIC1a de pollo demostré que
los canales funcionales se ensamblan en trimeros (Jasti et al. 2007, Paukert et al.
2008), los cuales pueden ser homo o heteroméricos, aunado a ello recientemente
el grupo de Schild a través de estudios bioquimicos ha sugerido que los ASICs

también son capaces de formar tetrameros (Van Bemmelen et al. 2015).

La porcidon extracelular del canal ASIC posee una forma similar a la de un caliz.
Cada una de las subunidades ASIC se asocia en una disposicién de triple eje para
formar un canal trimérico, el cual presenta en la porcidn extracelular numerosas
fenestraciones y sitios de contacto intersubunidades. Se ha propuesto que debido
a la estructura tridimensional del canal el segmento extracelular de cada subunidad
asemeja a una mano cerrada, las subregiones en dicho dominio incluyen: la
mufeca, la palma, el dedo, nudillo, pulgar y el domino de la bola B (Figura 2). El
dominio de la “mufieca” conecta el area de la “mano” (palma, dedo, nudillo, pulgar
y bola ) a los dominios transmembrana a través de dos bucles muy bien ordenados,
mientras que la region de la bola B se encuentra entre la palma, el pulgar y la punta
del dedo.

10
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Figura 2 Estructura de la subunidad ASIC1a. A) Esquema representativo de la estructura de una
subunidad ASIC en conjunto con dos subunidades mas para formar un canal funcional, cada subunidad
posee dos segmentos transmembrana, una gran porcion extracelular y sus segmentos amino y carboxilo
terminal son cortos e intracelulares. En B) se esquematizan las regiones que forman a la porcion
extracelular de la subunidad (modificado de Jasti et al. 2007 y Baconguis et al. 2014).

Una de las regiones de contacto entre subunidades que juega un papel importante
es “el bolsillo acido” pues se relaciona con la modulacién y la apertura del canal
mediada por protones. La region del bolsillo acido esta formada por el pulgar y el
dedo de una subunidad en unién con la region superior de la palma de la subunidad
adyacente, se ha propuesto que los residuos aminoacidicos de esta region son los
responsables de la sensibilidad a protones en estado desensibilizado y la activacion
del canal (Yu et al. 2010). La union trimérica de las subunidades ASIC forma cuatro
vestibulos acuosos (superior, central, extracelular e intracelular) que se encuentran
dispuestos verticalmente dentro del nucleo central del canal y tienen potenciales
electrostaticos muy negativos, se ha sugerido que dichos vestibulos actuan como
un “reservorio de cationes” al concentrar los cationes cerca del poro del canal, con
lo cual se produciria un aumento en la conductancia del mismo (Figura 3) (Sherwood
et al. 2012; Gonzales et al. 2009).

11
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Figura 3. Estructura del canal ASIC y sus vestibulos. A) se muestra el potencial electrostatico del canal
cuando se encuentra unido con la toxina MitTx. B) Estructura del poro y los vestibulos del canal durante
el estado abierto debido a la unién de MitTx. C) Estructura de poro y los vestibulos del canal durante el
estado desensibilizado (radio del poro: rojo < 1.15 A < verde < 2.3 A < morado). Tomado y modificado de
Bancoguis et al. 2014.

Los dominios NH2 y COOH terminales se encuentran intracelularmente y juegan un
papel importante en procesos tales como la apertura del canal, la permeabilidad
i6nica, el posicionamiento del canal a la superficie de la membrana y la modulacion

del canal por moléculas intracelulares (Sherwood et al. 2012; Jing et al. 2013).

En cuanto a la activacion, los ASIC son activados por un incremento en la
concentracion  extracelular de protones, estos canales usualmente
desensibilizan/inactivan rapidamente. La exposicion de los ASIC a un pH
moderadamente acido (no lo suficientemente bajo como para generar una
activacidon sustancial de la corriente) o la acidificacion lenta del pH extracelular
produce una desensibilizacidon en estado estacionario después de la cual son

incapaces de responder a disminuciones adicionales de pH.

12



Localizacion y funcién

Los canales ASICs se encuentran ampliamente distribuidos en sistema nervioso
central (SNC) y sistema nervioso periférico (SNP). Se ha reportado la presencia de
subunidades ASICs en neuronas del SNP las cuales inervan piel, corazon,
intestinos, musculo estriado y liso (Price et al. 2014, Cabo et al. 2010, Yiangou et
al. 2001, Molliver et al. 2005, Jernigan 2015), ademas de neuronas aferentes y
células pararreceptoras de varios 6rganos sensorial como retina, oido interno
(vestibulo y céclea) y botones gustativos (Eittaiche et al. 2006, Mercado et al. 2006,
Hildebrand et al. 2004, Peng y cols. 2004, Gonzalez-Garrido 2015 y Ugawa et al.
2003). Estudios inmunohistoquimicos han reportado la presencia de subunidades
ASIC2 y 3 en terminales nerviosas cutaneas como los corpusculos de Meissner y
Pacini (Price et al. 2001; Cabo et al. 2012), asi como en neuronas del ganglio de a
raiz dorsal (hnGRD) en donde ademas de dichas subunidades se ha descrito la
presencia de las demas subunidades (con excepcién de ASIC5). Los canales ASICs
se han relacionado con diversos procesos nociceptivos, en particular aquellos que
cursan con acidificaciones tisulares, ademas de otras formas de nocicepcion

visceral (Deval y Lingueglia 2015; Holzer et al. 2015).

En el SNP se expresan todas las subunidades ASIC, de ellas ASIC3 es la mas
abundante y ha tomado gran relevancia en los procesos relacionados con la
nocicepcion debido a que responde a cambios muy pequefios de pH (de hasta 0.2
unidades), por lo que se considera la subunidad mas sensitiva (Yagui et al. 2006).
Ademas de su presencia en SNP, un numero creciente de estudios ha demostrado
la expresion de ASIC3 en células neuronales y no neuronales (Fig. 4), ejemplo de
ello son las neuronas hipotalamicas (Meng et al. 2009), osteoclastos (Jahr et al.,
2005), condrocitos (Kolker et al., 2009) y células epiteliales del pulmon (Gu y Lee,
2006) (Tabla 1).
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Figura 4. Distribucion y funcion de los canales ASIC3 en el sistema nervioso periférico. Tomado y
modificado de Li y Xu 2010 y Wu et al. 2012.

En el SNC las subunidades ASIC1a, 2a y 2b tienen una distribucion relativamente
extensa, mientras que la expresién de ASIC3 es poca (Zha y cols. 2006; Jovov y
cols. 2003, Wu et al. 2016), estas subunidades se han relacionado con distintos
procesos implicados en la comunicacién sinaptica, entre los cuales podemos
mencionar la potenciacion a largo plazo, formacién de espinas dendriticas,
condicionamiento aversivo y aprendizaje espacial (Wemmie y cols. 2002, Krishtal
2003, Bianchi y Driscoll 2002, Wemmie y cols. 2003). ASIC1a es la subunidad
mayormente distribuida en SNC, pues constituye mas del 50% de las subunidades
ASICs expresadas en todo el cerebro, su maxima expresion se encuentra en el
estriado (Wu et al. 2016). Estudios con ratones knock out para la subunidad ASIC1a
en amigdala mostraron un aprendizaje deficiente en ensayos de condicionamiento
aversivo (fear conditioning), asi como una disminucion en el nivel de ansiedad en

comparaciéon a los ratones silvestres (Ziemann et al. 2009; Wemmie et al. 2003;

14



Coryell et al., 2007). Los ratones knock out para ASIC1a recuperan las respuestas

aversivas cuando se reestablece la expresion de ASIC1a en la amigdala, por lo que

se ha concluido que esta subunidad es necesaria para desarrollar el

comportamiento aversivo de manera normal (Wemmie et al. 2004; Ziemann et al.,
2009; Coryell et al., 2008)

Subunidad

Distribucion
Cerebro, médula espinal, GRD,
GT, GN, GE de la céclea, retina,
astrocitos, células epiteliales de
pulmon, células del musculo liso,
microglia, hueso, receptores
gustativos y gliomas.

GRD, GN, células del sistema
inmune, receptores gustativos,
cuerpo carotideo y células ciliadas
de la cdclea (estereocilios).
Cerebro, GRD, GN, médula
espinal, retina, GE de la cdclea,
astrocitos,  microglia, células
epiteliales de pulmén, células del
musculo liso, microglia, hueso,
receptores gustativos y gliomas.
Cerebro, médula espinal, GRD,
GN, GY, GE de la céclea, retina y
receptores gustativos.

GRD, GT, GN, GE de la cdclea,
ganglio vagal y glosofaringeo,
cerebro, médula espinal, retina,
receptores gustativos, astrocitos,
microglia, testiculos, condrocitos y
sinoviocitos, adipocitos, células
inmunes, células epiteliales del
pulmédn, hueso, cartilago, dientes,
musculo liso y cuerpo carotideo.
Cerebro, médula espinal, oido
interno, glandula pituitaria, células
inmunes y retina.

Funcién Fisiolégica
Plasticidad sinaptica,
aprendizaje 'y memoria,
miedo condicionado,
transduccion visual y
auditiva, mecanopercepcion
visceral, hiperalgesia
muscular primaria,
apoptosis, condroproteccion
y reabsorcion 6sea.

Mediadores en procesos
nociceptivos, transduccion
auditiva y barorreceptores
arteriales.

Transduccion visual,
percepcion del sabor
amargo, mecanosensacion,
reflejo de los

barorreceptores arteriales.

Integridad de la retina,
modulador de las
subunidades ASIC1a, 1b,
2ay 3.

Percepcion de estimulos
externos: sensacion tactil,
quimiorrecepcion de ciertos
metabolitos,
mecanosensacion de la piel,
procesamiento auditivo y
visual, mecanosensor del
tracto intestinal.

Una posible funcion es
disminuir la cantidad de
ASIC funcionales
localizados en la membrana
plasmatica de células de
mamiferos y como
regulador del dolor.

Referencias
Deval y Lingueglia 2015,
Wemmie et al., 2002 y
2003, Ettaiche et al.
2006, Page et al., 2005,
Walder et al.,, 2010,
Zheng et al. 2007, Li et
al., 2014.

Nagae et al., 2007, Deval
y Lingueglia 2015.

Deval y Lingueglia 2015;
Ettaiche et al., 2006;
Ugawa et al. 2003, Price
et al. 2001; Lu et al.
2009.

Deval y Lingueglia 2015;
Ettaiche et al. 2004;
Lingueglia et al. 2007;
Sherwood et al., 2011.
Deval y Lingueglia 2015;
Liy Xu 2010.

Deval y Lingueglia 2015;
Donier et al., 2008; Lin et
al 2015.

Tabla 1. Distribucién y funcién fisiolégica de los ASICs. GRD (ganglio de la raiz dorsal), GT (ganglio
trigeminal), GN (ganglio nodoso), GE (ganglio espiral), GY (ganglio yugular). Modificado de Deval &
Lingueglia 2015 y Kweon & Suh 2013.



ASIC en procesos fisiopatolégicos

Los canales ASICs se han relacionado con diversas procesos entre los que se
encuentran: el dolor inflamatorio primario, gastrointestinal, cardiaco, post-operatorio
y muscular, etc. (Yu et al. 2015; Deval y Lingueglia 2015; Wemmie et al., 2013; Page
et al. 2005; Sutherland et al., 2001; Deval et al., 2011; Walder et al., 2010). Aunado
a ello expresién de ASICs en las terminales nerviosas de las articulaciones y los
huesos los convierten en sensores acidos durante patologias como la artritis cronica

(Heppelmann y MacDougall 2005).

En modelos animales de migrana la aplicacién un estimulo acido (pH de 5 a 6.4)
directamente en la duramadre de animales despiertos produjo un comportamiento
similar al del dolor de cabeza observado durante crisis migrafiosas, el cual se
bloqued al aplicar inhibidores de los canales ASIC (amilorida y/o APTX2), por lo que
se ha sugerido que estos canales tienen un papel importante en dicha patologia
(Yan et al. 2011; Dussor et al., 2015).

La presencia de canales ASICs en el SNC ha permitido relacionar su actividad con
numerosos procesos neurodegenerativos; en un modelo de ratdon para esclerosis
multiple (EM) se reportd que ratones knock out para ASIC1 presentaban una
disminucién en las deficiencias clinicas, asi como en la degeneracion axonal,
comparados con los ratones wild-type, ademas la aplicaciéon de amilorida produjo
una proteccién significativa en los animales modelo para EM (Vergo et al. 2011;
Arun et al., 2013). Contrariamente en nuestro laboratorio se encontré6 que la
infeccion de células gliales con el virus de Theiler (un modelo reconocido de EM,;
Rubio et al. 2013), no produce cambios en la corriente ASIC registrada en astrocitos
de la corteza del ratéon (Soto, Mercado, Almanza, Vega y Rubio, resultados no

publicados).

En 2008 el grupo de trabajo de Ziemann encontré que la expresion de ASIC1a es
mucho mayor en las interneuronas gabaérgicas que en las neuronas excitatorias y
que las crisis epilépticas inducidas por kainato son mas largas y severas en los
ratones knock out para ASIC1. Aunado a eso también se ha reportado la expresion

de ASIC3 en interneuronas gabaérgicas inhibitorias y células gliales. En un modelo
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de crisis epilépticas inducidas por pilocarpina o pentilenetetrazol el empleo de
bloqueadores especificos de los canales ASIC3 (APETx2) disminuy¢ la latencia de
las crisis, por lo que se ha sugerido que las subunidades ASIC1a y 3 participan en
la terminacion de las crisis epilépticas (Ziemann et al., 2008; Cao et al., 2014). Otros
procesos neurodegenerativos en los que se ha demostrado la participacion de estos
canales son: dano isquémico neuronal, ataxia espinocerebelar y enfermedad de
Parkinson (Tabla 2).

En un gran numero de tejidos tumorales el pH extracelular es mucho menor en
comparacién con los tejidos normales, esta acidosis es una caracteristica
importante que, ademas, puede ser una causa directa de dolor e hiperalgesia.
Estudios recientes muestran un aumento en la expresién de ASIC2a y 3 en
carcinoma adenoide quistico, sugiriendo con ello que los ASICs podrian mediar la
transmisién de sefiales intracelulares en estos tipos celulares (Ye y cols., 2007). De
hecho, se ha reportado que la expresion de ASIC2a contribuye a la migracion y

proliferacion de células tumorales (Vila-Carriles y cols., 2006).

Subunidad Distribucién Procesos Referencias
patolégicos

Cerebro, médula Dolor, inflamacion, Wemmie et al. 2013,
espinal, GRD, GT, migrana, epilepsia,

GN, GS de la céclea, isquemia cerebral, DLz G &l 2000, Ve
retina, astrocitos, fibrosis hepatica, etal. 2011, Holland et
células epiteliales de esclerosis multiple, al. 2012. Ziemman et
pulmén, células del Parkinson, Hungtinton, : ’

musculo liso, depresion y ansiedad, al 2008, Xiong et al.
hepatocitos, microglia, migracién Y 2004 Wu et al. 2014
hueso, receptores crecimiento de ’ ’ ’

gustativos y gliomas.

GRD, GN, células del
sistema inmune,
receptores gustativos,
cuerpo carotideo y
células ciliadas de la
céclea (estereocilios).

gliomas,
excitotocicidad.

Dolor, inflamaciéon vy

cancer.

Vergo et al. 2011, Chu
etal. 2012, Sluka et al.
2009, Berdiev et al.
2003.
Deval

et al. 2010,

Wemmie et al. 2013.
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Cerebro, GRD, GN,
meédula espinal, retina,

Inflamacién, isquemia,

migracion de gliomas,

Deval y Lingueglia

2015, Johnson et al.,

GE de la coclea,
astrocitos, microglia, degeneracion retinal. 2001, Xiong et al,
celvee EpiEliElss eb 2008, Eittache et al.
pulmén, células del
musculo liso, 2004.
microglia, hueso,
receptores gustativos
y gliomas.
Cerebro, médula Inflamacion y Deval y Lingueglia
ngp,'”g'l’E dSFfaD’céccli':: degeneracion retinal. 2015, Voilley et al.
retina y receptores 2004 Eittache et al.
gustativos. 2004
GRD, GT, GN, GE de Dolor, inflamacion, Caoetal. 2016; Yan et
) GeBEa) glangllo epilepsia, migrafa, al. 2011, Page et al.
vagal y glosofaringeo,
cerebro, médula dolor gastrointestinal, 2005, Sutherland et
espinal, reﬁma, dolor cardiaco, dolor al., 2001, Deval et al.
receptores gustativos,
astrocitos, microglia, posoperatorio, 2011.
testiculos, condrocitos hi . -
N iperalgesia mecanica

y sinoviocitos,
adipocitos, células secundaria, artritis,
inmunes, células .

o . diabetes.
epiteliales del pulmon,
hueso, cartilago,
dientes, musculo liso y
cuerpo carotideo.
Cerebro, meédula Miedo y ansiedad Lin et al. 2015
espinal, oido interno,
glandula pituitaria,
células inmunes y
retina.

Tabla 2. Distribucién y funcidn patologica de los ASICs. GRD (ganglio de la raiz dorsal), GT
(ganglio trigeminal), GN (ganglio nodoso), GE (ganglio espiral), GY (ganglio yugular). Tomado y
modificado de Deval y Lingueglia 2015.

Farmacologia de los ASIC

Los H* son los principales agonistas para la activaciéon de los ASIC pero no los
unicos, con el paso del tiempo se han identificado otras moléculas capaces de
activar a estos canales independientemente de la concentracion de protones en el
medio extracelular, dicha activacion es dependiente de la concentracién (DEso =

concentracion a la cual se observa el 50% del efecto) y la subunidad ASIC sobre la
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que actuan, el amonio (NH4*) por ejemplo es capaz de activar a los ASICs presentes
en las neuronas de la sustancia nigra pars compacta (principalmente ASIC1a)
(Pidoplichko y Dani 2006), mientras que otras moléculas como 2-guanidina-4-
metilquinazolina (GMQ), la agmantina y la arcaina tienen accion especifica en los
canales homomeéricos ASIC3 y heteroméricos 3/1b activandolos y produciendo una
corriente de tamafo considerable y con poca o ninguna desensibilizacion (Yu et al.
2010). A partir del veneno de la serpiente coral de Texas (Micrurus tener tener) se
obtuvo la toxina MitTx, la cual a diferencia de otras toxinas esta formada por dos
subunidades proteicas: MitTxa y MitTxpB. Cada una de estas subunidades posee
caracteristicas especificas; MitTxa es una toxina tipo Kunitz mientras que la MiTx(3
es una toxina tipo fosfolipasa A2. El complejo MitTx actua como un agonista potente
de los canales ASIC, pues tiene una eficacia igual o mayor a la de los protones. En
condiciones normales de pH, MiTx es altamente selectiva para ASIC1 (DEso = 9.4
nM) y bajo condiciones de pH acido (pH < 6.5) es capaz de producir una
potenciacion (< de 100 veces) en la corriente originada por ASIC2a (Boholen et al
2012).

Al igual que los canales pertenecientes a la familia de las ENaC/Degenerinas los
ASICs tienen como inhibidor inespecifico al diurético amilorida, el cual produce una
inhibicion dependiente de la concentracion y de la subunidad ASIC sobre la que
actué; ASIC1a es la mas sensible pues tiene una DEso de tan solo 10 yuM, mientras
que para ASIC3 se necesitan concentraciones mas altas para producir solo una
inhibicion de la corriente al pico debido a que el componente sostenido es resistente
al bloqueo por amilorida (DEso= 60-100 uM) (Kellenberger y Schild 2002).

Sobre los canales ASICs actuan diversos tipos de moduladores (aumentando o
disminuyendo su actividad), los cuales pueden ser exdégenos o endogenos (Tabla
3). Dentro de los moduladores exdgenos se han descrito dos toxinas peptidicas que
tienen un efecto inhibitorio selectivo sobre algunas subunidades ASIC, una de ellas
es la toxina proveniente de la anémona marina Anthopleura elegantissima (APTx2),
es una toxina peptidica de 42 aminoacidos que inhibe canales ASIC3 homoméricos

asi como canales heteroméricos que contengan la subunidad ASIC3 con una DEso
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de 63 nM a 2 yM dependiendo de las subunidades que compongan al canal (Diochot
et al., 2004). Recientemente se sugirieron dos sitios de union putativos en el canal
homomeérico ASIC3 para APETx2, uno de ellos se encuentra en el area del "pulgar”
y el otro entre las regiones de la “palma” y la "muieca" (Rahman y Smith 2014).
Pese a que APETx2 es un inhibidor especifico para la subunidad ASIC3 no es un
inhibidor selectivo de los canales ASIC, debido a que también es capaz de inhibir
canales ionicos de Na* dependientes de voltaje (Nav 1.8, Nav 1.2 y Nav 1.6) y de
potasio hERG (human ether-a-go-go relate gene potassium cannel), por lo que se
ha sugerido que el efecto analgésico que produce no solo es debido a la inhibicion
de los canales ASIC3 (Blanchard et al 2012, Jensen et al 2014).

Por otro lado la psalmotoxina (PcTx1) aislada del veneno de la tarantula
Psalmopoeus cambridgei, es un inhibidor potente y especifico de los canales
homomeéricos ASIC1a (Escoubas et al 2000). La PcTx1 actua aumentando la
afinidad del canal por los H" a pH 7.4, lo cual provoca que el canal pase de estado
cerrado a desensibilizado; cabe destacar la gran afinidad de la toxina por el canal

pues actua a concentraciones nanomolares (ECso = 0.9 nM) (Chen et al., 2005).

Dentro de los moduladores extracelulares encontramos entonces a diferentes
toxinas (APETx1, PcTx1, APTx2, MitTx, Mambalginas, Ugr 9-1, PhcrTx1 y a-
dendrotoxina); compuestos vegetales (thalasiolina B, sevanol, gastrodina,
puerarina, acido clorinérgico, morfina, paeoniflorina, ligustrazina y canabinoides),
antiinflamatorios no esteroideos o AINES (acido acetilsalicilico, ibuprofeno,
diclofenaco, naproxeno, flurbiprofeno, salicilato, diclofenaco, peroxicam),
anestésicos (tetracaina, lidocaina y el propofol), aminoglucésidos (AGs)
(estreptomicina, neomicina, gentamicina, kanamicina y tobramicina ) y otros
moduladores como: diarilamidinas (4 '6-diamidino-2phenilindol, diminazeno,
hidroxistilbamidina, pentamidina), tetraetilamonio (TEA), 4-aminopiridina (4AP),
corticosterona e insulina (Tabla 3). La expresion de ASICs en neuronas nociceptivas
ha impulsado el estudio del efecto de algunos farmacos relacionados con la
inflamacion y el dolor sobre estas corrientes; tal es el caso de los AINES, los cuales

inhiben las corrientes idnicas ASICs, algunos afectando el componente sostenido y
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otros actuando sobre la respuesta al pico; lo cual ha llevado a la conjetura de que

la inhibicién de los ASICs podria explicar, cuando menos en parte, el efecto

analgésico y antiinflamatorio de estas sustancias (Voilley et at. 2001).

Toxinas derivadas
de venenos

Compuestos
Vegetales

PcTx1

APTx2

MiTx

Mambalginas

Ugr 9-1

PherTx1
a-dendrotoxina

Thalasiolina B

Sevanol

Gastrodina
Puerarina
Acido
clorinérgico
Morfina

Paeoniflorina

Ligustrazina

Efecto
1 la afinidad de los
protones por el canal
desensibilizando.
| la corriente de
ASIC3 y de
heterémeros que
contengan ASIC3.
1 la sensibilidad de
los protones por
ASIC2a y activa los
canales ASIC1a, 1b
y 3.
Inhibidor potente,
rapido y reversible de
los canales ASIC.
| la corriente ASIC3,
incluyendo el
componente
sostenido.
| ASICs en nGRD

| ASICs en nGRD.

| ASICs en nGRD.

| ASIC1ay 3
(incluyendo el
componente
sostenido).

| ASICs en nGRD.

| ASICs en neuronas
hipocampales de
rata.

| ASICs en nGRD.

| ASICs en nGRD.

| ASICs en la linea

celular PC12.

| ASICs en nGRD y
heterémeros ASIC.

Subunidad
ASIC1a,
1a/2b.

ASIC3.

ASIC1a, 1b,
2ay 3.

ASIC1a, 1b,
1a/2a, 1a/2b
y 1a/1b.
ASIC3
humano

Todas las
subunidades
Todas las

subunidades.

Subunidades
con
desensibiliza
cion <
400ms.
ASIC1ay 3.

Todas las

subunidades.

ASIC1a.

Todas las

subunidades.

Todas las

subunidades.

ASIC1a.

ASIC1a, 1b,
2ay 3.

Moduladores Exégenos
A Componentes

Referencias
Escoubas et
al., 2003 y
2000.

Diochot et al.,
2004; Chagot
et al., 2005.

Bohlen et al.,
2012

Baron et al.,
2013; Diochot
et al., 2012.
Osmakov et
al., 2013.

Rodriguez et
al., 2014

Baez et al.,
2015.
Garateix et al.,
2011.

Dubinnyi et al.,
2012.

Qiu et al.,
2014.
Zhou et al.,
2013.

Qu et al., 2014.

Caietal,,
2014.

Sun et al.,
2011.
Zhang et al.,
2015.
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AINES

Anestésicos

Aminoglucésidos

Monoaminas

Canabinoides

Acido salicilico,
aspirina,
diclofenaco,
fluribuprofeno,
ibuprofeno,
peroxicam.
CHF5074

Tetracaina

Lidocaina
Propofol
Estreptomicina,
neomicina y
gentamicina
9-aminoacridina
(9AA)

Memantina

IEM1921

IEM2117

Amilorida

GMQ

Tetraetilamonio
(TEA)
4-aminopiridina
(4AP)
A-317567

Mesilato de
nafamostato

IASICs en nGRD.

| homémeros and
heterémeros de
ASIC1a, 2a y 3.

| ASICs en neuronas
piramidales del area
CA1.

| homémeros ASIC y
ASIC presentes en
nGRD.

| ASIC1ay
heterémeros.

| ASICs en nGRD.

| ASICs en nGRD.

| ASICs en neuronas
hipocampales de rata
y homémeros ASIC.
| ASICs en neuronas
hipocampales y
homdmeros.

1 la corriente ASIC
en neuronas
hipocampales de rata
lla corriente ASIC3 y
potencia el
componente
sostenido.

1 la corriente ASIC
en neuronas
hipocampales y
homoémeros.
Inhibidor inespecifico
de todas las
subunidades ASIC.

1 la corriente de
homoémeros ASIC3 a
pH neutral.

| corrientes
heteroméricas ASIC
| corrientes
heteroméricas ASIC.
| corrientes ASIC en
nGRD.

| corrientes
homomeéricas ASIC.

Todas las
subunidades.
ASIC1a, 2a y
3.

ASIC1a.

ASIC1a, 1by
3.

ASIC1ay
heterémeros.
Todas las
subunidades.
Todas las
subunidades.

ASIClay
ASIC3.

ASIC1a, 2a y
8.

ASIC1ay
ASIC3.

ASIC1ay 2a.

Todas las
subunidades.

ASIC3.

ASIC1a/2b.

1a/l2ay
1a/2b.

Todas las
subunidades.
1a,2ay 3.

Liu et al., 2012.

Voilley et al.,
2004; Voilley et
al., 2001.

Mango et al.,
2014.

Leng et al.,
2013

Lin et al., 2011.
Lei et al., 2014.

Garza et al.,
2010; Mercado
et al., 2014.
Nagueta et al.,
2015.

Nagaeva et al.,
2015.

Nagaeva et al.,
2015.

Nagaeva et al.,
2015.

Waldmann et
al., 1997;
Kellenberger et
al., 2003;
Bancoguis et
al., 2014.

Yu et al., 2010.

Sherwood et
al., 2011.
Boiko et al.,
2013.

Dube et al.,
2005.
Ugawa et al.,
2007.
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Diarilamidinas | la corriente ASIC 1a, 1b, 2ay Chen et al.,

en neuronas 3. 2010.
hipocampales y
heteromeros.

Cloroquina | la corriente ASICs  ASIC1a. Lietal., 2014.

en neuronas del
ganglio retinal y
expresadas en

células CHO.

NS383 | las corrientes ASIC1a,3y  Munro et al.,
homoméricas y heterémeros 2016
heteroméricas ASIC.  formados por

estas
subunidades.

Insulina Regula la expresion ASIC1a. Wu et al.,
de ASIC1a en la 2012.
superficie de la
membrana.

Tabla 3. Moduladores exégenos de los ASICs. 1 incrementa, | disminuye, células CHO: linea
celular proveniente del ovario de hamster chino (Chines ovary hamster).

En el caso de los moduladores enddgenos encontramos a diversos neuropéptidos,
cationes, mediadores inflamatorios, poliaminas, entre otros (Tabla 4). Los péptidos
relacionados con la FMRFamida por ejemplo tienen un efecto de potenciacion sobre
las subunidades ASIC1a, 1b y 3, aunque no sobre ASIC2a (Deval y cols. 2003,
Catarsi y cols. 2001 y Askwith y cols. 2000). El efecto neto de la FMRFamida es un
aumento de la corriente al pico asi como un enlentecimiento de la desensibilizacién.
Igualmente se ha demostrado que la dinorfina actia como un modulador que

incrementa la corriente en el ASIC1a (Sherwood y Askwith, 2009).

Moduladores Endégenos

e componente Efecto Subunidad Referencias
Neuropéptidos Dinorfina A, gran | la sensibilidad ASIC1a. Sherwood y

dinorfina (big por los protones Askwith
dynorpin). durante la 2009; Vick y

inactivacion del Askwith

estado estable. 2015.
FMRFamida y 1 el componente ASIC1a, ASIC1b Lingueglia et
péptidos sostenido y y ASIC3. al., 2006;
relacionados con  enlentece la Askwith et
FF amida de inactivacion. al., 2000;
mamiferos.
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Mediadores
inflamatorios

Cationes

Poliaminas

Factor de
crecimiento
nervioso (NGF).
Bradiquinina.

Serotonina.
Interleucina.
Acido
araquidoénico.
Oxido nitrico
(ON) y
donadores de
ON.

CaZt, Mg?*, Cd?%,
Cu?*, Gd3*, Ni2*,

Pb2+, Ba2*.
Zn2*

NH4*.

Espermina.

Agmantina y
arcaina.

Lactato.

ATP.

Cl-

tla expresion de
ASIC3 asociada
con hiperalgesia.
1 los niveles de
ARNmMm de los
ASICs.

1 el componente
sostenido de
ASIC3.

1 los niveles de
ARNm de los
ASICs.

1 la corriente al

pico de los canales

ASICs.
1 la corriente de
ASIC1a, 1b y 3.

lla conductancia
de los canales
ASIC.

Efecto dual. A
bajas
concentraciones |
la corriente ASICs
y a altas
concentraciones 1
la corriente.
Activa la corriente
ASIC a pH

extracelular de 7.4.

1 la actividad de
los canales ASIC,
cambiando la
inactivacion en el
estado estable a
valores mas
acidos.

Activa la corriente
ASIC3

1 la corriente ASIC

1 la sensibilidad a
pH de ASIC3.

1 Enlentece la
desensibilizacién
de ASIC1ay
disminuye la
taquifilaxis.

ASIC3.

1a, 1b, 2b y 3.

ASIC3.

1a,1b,2b y 3.

Todas las

subunides.

ASIC1a, 1by 3.

Todas las
subunidades.

ASIC1a, 1a/2a'y
ASIC2a.

ASIC1a.

ASIC1ay 1b.

ASIC3.

ASIC1ay 3.

ASIC3.

ASIC1a

Deval et al.,
2003.
Mamet el al.,
2003.

Mamet et al.,
2002.

Wang et al.,
2013; Qiu et
al., 2012
Mamet et al.,
2002.

Smith et al.,
2007.

Cardiu et al.,
2007; Jetti et
al., 2010.

Baron y
Lingueglia
2015.

Baron et al.,
2001; Chu et
al., 2004;
Jiang et al.,
2011.

Pidoplichko y
Dani 2006.

Babini et al.,
2002; Duan
etal., 2011.

Lietal.,
2010; Yu et
al., 2010.
Immke y
McClesky
2001.
Birdsong et
al., 2010.
Kusama et
al., 2010.
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H202. | la corriente ASIC1a. Zha et al.,
ASIC1a. 2009.

Tabla 3. Moduladores endégenos de los ASICs. 1 incrementa, | disminuye, ARNm (ARN
mensajero), NH4* (amonio), ATP (Trifosfato de adenosina); H202 (perdxido de hidrégeno).

Flavonoides
Estructura y clasificacion

Los flavonoides pertenecen a un grupo de sustancias naturales con varias
estructuras fendlicas que generalmente se pueden encontrar en vegetales, frutas,
flores, nueces, semillas, té, miel y propoleo. Quimicamente son estructuras fendlicas
de bajo peso molecular formadas por dos anillos aromaticos bencénicos unidos por
un puente de tres atomos de carbono los cuales pueden formar o no un tercer anillo,
por lo cual su estructura general es C6-C3-C6’. Los anillos se denominan A, By C,
mientras que los atomos de carbono son referidos por un sistema numérico, el cual
emplea numeros ordinarios para los anillos Ay C y numeros primos para el anillo B
(Figura 5) (Nijveldt et al. 2001, Veitch y Grayer 2011 ).

De acuerdo a su estructura los flavonoides se han clasificado como flavonas,
flavanonas, flavonoles, isoflavonas, antocianidinas, catequinas y chalconas (Figura
5). Las flavonas poseen un grupo carbonilo en la posicién 4 del anillo C y carecen
de grupo hidréxilo en la posicion C3, producen una coloracion amarilla y estan
presentes en algunas flores o frutos (ej. La piel de las uvas); uno de los mas
conocidos representantes de este grupo es la quercetina, la cual posee un grupo
carbonilo en la posicién 4 y un grupo OH en la posicion 3 del anillo C. Los flavonoles

pueden ser amarillos o incoloros y estan presentes en una gran variedad de flores.
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Figura 5. Estructura general de los flvonoides y sus grupos. En el centro se muestra la
estructura general de los flavonoides y alrededor se encuentran las estructuras de los diversos
grupos flavonoides. Modificado de Nijveldt et al., 2001 y Kumar & Pandey 2013.

A la estructura base de los flavonoles y las flavonas se unen azucares,
preferentemente en la posicién C3 y con menor frecuencia al C7 del anillo A, por lo
cual estos compuestos se encuentran comunmente en la naturaleza como O-
glicésidos, siendo la D-glucosa el residuo azucar mas frecuente, otros residuos
azucares que pueden unirse a estos flavonoides son la D-galactosa, L-ramnosa, L-
arabinosa, D-xilosa por mencionar algunos. Cuando los flavonoides se encuentran
como O-glicosidos la parte de la molécula que no tiene azucar se denomina

aglicona. La glicosilacion de los flavonoides provoca que estos sean mas solubles
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en agua y menos reactivos. Todos los tipos de flavonoides presentan diferencias
estructurales especificas, asi como una gran variedad de actividades biologicas

(Falcone Ferreyra et al. 2012, Veitch y Grayer 2011, Williams y Grayer 2004).

Se han sintetizado varios compuestos naturales, semi-sintéticos y sintéticos
derivados de los flavonoides, los cuales, se propone tienen diferentes actividades
terapéuticas, tales como anti-inflamatorias, anti-estrogénicas, antimicrobiales, anti-
alérgicas, anti-oxidantes, anti-tumorales y neuroprotectoras entre otras (Cushnie y
Lamb, 2005; Ahmad et al. 2015; Katyal et al., 2014; Jones et al. 2012).

Obtencion y farmacocinética.

Los flavonoides se sintetizan en las plantas, donde participan en la fase dependiente
de luz de la fotosintesis catalizando el transporte de electrones; su formacion se da
a partir de una serie de reacciones de condensacion entre el acido cinamico o el
acido parahidroxicinamico (el anillo B y los carbonos 2, 3 y 4 del anillo C) y los
residuos malonil (anillo A), con lo cual se obtiene la estructura general de los
flavonoides C3-C6-C3, en la cual el puente de 3 carbonos que une a los anillos de
fenilo generalmente se cicliza para formar asi un tercer anillo en la estructura (anillo
C). Posteriormente se forman los derivados glicosilados y/o sulfatados (Ferreyra et
al. 2012; Middleton et al. 2000; Cuyckens y Claeys 2003). Estos compuestos son
parte integral de la dieta humana y animal, pero debido a que son fitoquimicos ni los
humanos ni los animales son capaces de sintetizarlos, por lo que los obtienen a
través de la ingesta de diversos alimentos tales como frutas, vegetales, vino, té,
miel, propodleo, semillas y nueces entre otros (Tabla 5); el arroz negro (Oryza sativa)
por ejemplo es una excelente fuente de flavonoides pues contiene 51.26 mg/100g
(Pedro et al. 2016). En los alimentos, los flavonoides son generalmente
responsables por el color, el sabor y la prevencion de la oxidacién (Kumar y Pandey
2013; Ahmad et al. 2015).

Las enzimas para el metabolismo de los flavonoides estan presentes en el intestino

delgado, colon, higado y rifiones, y su absorcion dependera de las propiedades
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fisicoquimicas de cada flavonoide, tales como tamafio molecular, lipofilicidad,
solubilidad y pKa. La absorcién de los flavonoides puede ocurrir en intestino delgado
o en el colon, dependiendo de su estructura (glicosido o aglicona). Las agliconas se
absorben facilmente por las células de la mucosa intestinal debido a que su
lipofilicidad facilita su paso a través de la bicapa fosfolipidica, mientras que los
flavonoides glucosilados e hidrofilicos, se absorben al ser transportados a los
enterocitos por el co-transportador intestinal de glucosa dependiente de sodio
(SGLUT1) y son deglicésilados por la enzima B-glucosidasa; los glucdsidos que no
pueden ser transportados por medio de SGLUT1 se hidrolizan por la lactasa
floricina hidrolasa (LPH) en el exterior del borde en cepillo de los enterocitos y
posteriormente la aglicona liberada es absorbida a lo largo del intestino delgado.
Aquellos glicésidos restantes son transportadas hacia el colon donde las enzimas
de la microflora intestinal inducen su descomposicion a acidos fendlicos que pueden
ser absorbidos. Después de la absorcion los flavonoides se conjugan en el higado
a través de glucuronidacion, sulfatacion, metilacion o incluso pueden ser
metabolizados a pequenos compuestos fendlicos antes de entrar en circulacion.
Debido a estas reacciones de conjugacion no es posible encontrar agliconas
flavonoides libres en el plasma o la orina, excepto por las catequinas (Kumar vy
Pandey 2013; Katyal et al., 2014).

Después de la administracion oral de flavonoides se han obtenido mediciones
exactas de su concentracion en plasma, tal es el caso de la baicaleina y baicalena
(glicésido de la baicaleina) los cuales llegan a 100-10,000 ng/ml. Una vez en
plasma, los flavonoides y sus metabolitos producen una gran diversidad de acciones
biolégicas. Empleando un modelo in vitro con células endoteliales cerebrales se ha
demostrado que varios flavonoides y sus metabolitos conjugados son capaces de
penetrar la hematoencefalica BHE, por lo que se ha sugerido que estos compuestos

tienen funciones neuroprotectoras (Youdim et al. 2003; Solanki et al., 2015).
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Actividades farmacolbgicas
Anti-oxidante

Una de las propiedades mejor descritas de los flavonoides y sus glucidos es su
capacidad para actuar como antioxidante, la cual depende del arreglo estructural de

los diferentes grupos funcionales alrededor de la estructura nuclear.
Los mecanismos antioxidantes de los flavonoides incluyen:

1) La supresion en la formacion de ROS (especies reactivas de oxigeno, por
sus siglas en inglés: reactive oxygen species) por la inhibicién de enzimas o
la quelacion de elementos traza involucrados en la generacién de radicales
libres.

2) La captacién de ROS

3) La regulacion positiva y/proteccién de las defensas antioxidantes.

La presencia, posicion, estructura y numero total de azucares en la estructura
flavonide (glicésidos flavonoides), tienen un importante papel en su actividad
antioxidante, las agliconas tienen una actividad antioxidante mas potente que sus
glicésidos correspondientes. Se ha reportado que las propiedades antioxidantes de
los flavonoides glicosilados obtenidos a partir del té verde disminuyen
proporcionalmente con el aumento de los motivos glicésidos (Pannala et al., 2001;
Nijveldt et al. 2001; Kumar y Pandey 2013).

Antibacteriana

Los flavonoides tienen una actividad antimicrobiana derivada de su capacidad para

afectar tres procesos biologicos esenciales para la supervivencia de las bacterias:

1) Dafio a la membrana citoplasmatica a través de un mecanismo de
perforacion y un decremento en la fluidez de la membrana.
2) Efecto inhibitorio sobre la energia metabdlica.

3) Inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos.

La potencia del efecto antibacterial de los flavonoides es dependiente de su

configuracion molecular, hidrofobicidad, solubilidad, presencia o ausencia de
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azucares, asi como el tipo de azucar unida a la estructura flavonoide (Ahmad et al.
2015; Cushnie y Lamb 2015; Kumar y Pandey 2013).

Actividad antiviral

Flavonoides como rutina, morina, quercetina, apigenina, hesperidina, y catequinas
han demostrado ser efectivas contra al menos 11 diferentes tipos de virus, esta
actividad se ha asociado con sus componentes no glicosidicos. Se ha demostrado
que los flavonoles son mas activos en comparacion con las flavonas para combatir
el virus del herpes simple tipo | (galangina > kaempferol >quercetina) (Iranshashi et
al., 2015; Ahamad etal. 2015).

La hesperidina (el mayor flavonoide presente en las frutas citricas) al sulfonarse
(hesperidina sulfonada) es capaz de inhibir completamente al virus del herpes
simple tipo Il y al virus de inmuno deficiencia humana (VIH) a concentraciones de
100 pg/ml, mientras que si no esta sulfonada no tienen ningun efecto sobre estos
virus (Garg et al. 2005). Algunos de los compuestos flavonoides incluyendo
baicaleina, quercetina, la chalcona buteina, asi como una serie de chalconas son
capaces de suprimir el VIH-1 a bajas concentraciones (uM) y con muy poca
toxicidad; se ha propuesto que la inhibicion de la polimerasa viral y la union a los
acidos nucleicos virales, asi como a las proteinas de la capside son algunos de los
mecanismos de accién que llevan a cabo los flavonoides para ejercer su efecto
antiviral (Mehla et al., 2011; Sharma et al., 2011; Cole et al., 2016, Kumar y Pandey
2013).

Anti-inflamatoria

La inflamacion es un proceso bioldgico normal que ocurre como respuesta a un
dafio tisular, infeccién por patégenos e irritacion quimica, dicho proceso implica la
activacion del sistema inmune vy la liberacion de un coctel de mediadores quimicos
conocido como “sopa inflamatoria”. Flavonoides como hesperidina, apigenina,

luteonina y quercetina entre otros han demostrado tener efectos antiinflamatoios y
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analgésicos. Se ha propuesto que los flavonoides podrian afectar la funcién de
sistemas enzimaticos como las cinasas tirosina y serina-treonina, debido a la
competencia con el ATP para unirse a sitios cataliticos de las enzimas. Algunos
flavonoides inhiben la expresion de la sintasa inducible de o&xido nitrico,
ciclooxigenasa vy lipooxigenasa las cuales son responsables por la produccion de
mediadores del proceso inflamatorio, tales como las citoquinas, quimiosina y
moléculas de adhesion; algunos flavonoides incluso son potentes inhibidores de la
produccion de prostaglandinas y citosinas (Tufion et al 2009; Leyva-Lépez et al.,
2016; Kumar y Pandey 2013).

Actividad neuroprotectora

La capacidad de los flavonoides para actuar a nivel del sistema nervioso central
dependera de su capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica y llegar al
cerebro. Se ha sugerido que la capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica es
dependiente del grado de lipofilicidad (Youdim et al 2003). Pese a esto, estudios
con animales han mostrado que los compuestos glucuronidos (incluidos flavonoides
glucuronidos) entran a cerebro y pueden encontrarse a concentracion de 500 a 900
pmol/gr de tejido, con las cuales son capaces de producir acciones farmacoldgicas.
Los flavonoides tienen una actividad neuroprotectora en enfermedades como la
demencia, enfermedad de Alzheimer (EA), Parkinson, epilepsia e isquemia cerebral.
(Spencer 2009 y 2010; Baptista et al. 20113, Jones et al. 2012).

Una de las caracteristicas patoldgicas de la EA es la produccion excesiva de la
proteina B-amiloide; en estudios con modelos de EA en roedores, el uso de varios
flavonoides como la nobiletina, luteolina, asi como diversos polifenoles presentes
en el té verde y la cascara de la uva han logrado mejorar los déficits cognitivos y
disminuir la generacion de proteina p-amiloide y por tanto la agregacion de placas

amilodes (Williams y Spencer 2012; Rendeiro et al. 2015).

Estudios de neuroproteccién in vivo han demostrado que tanto el extracto como
polifenoles aislados a partir del té verde previenen la perdida de neuronas
dopaminérgicas en modelos de parkinsonismo (Levites et al. 2001). Mientras que
en modelos de epilepsia experimental diversos estudios han reportado que
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flavonoides como rutinina, quercetina, isoquercetina, crisina y apigenina tienen
efectos anticonvulsivantes gracias a su capacidad para modular canales de Cl-y
GABA A, debido a que tienen una estructura similar a las benzodiacepinas (Diniz et
al. 2014, Wasowski y Marder 2012).

Actividad anticancerigena

Los flavonoides, asi como sus analogos sintéticos han sido estudiados para el
tratamiento de diversos tipos de cancer; incluso algunos compuestos como
quercetina, genisteina y flavoperidol (un analogo sintético) se encuentran ya en la
ultima fase de ensayos clinicos para el tratamiento de varios padecimientos
oncologicos. Ensayos in vitro en lineas celulares cancerigenas de humano (cancer
de mama, oral, tiroideo, pulmonar, prostatico, de colon y leucemia) han reportado
que los flavonoides tienen actividad anticancerigena a través de varios
mecanismos, tales como la disminucion de la actividad de algunas cinasas,
induccidn apoptotica, supresion en la secrecion de metaloproteinasas y del
comportamiento invasivo tumoral. (Le Marchand et al., 2012; Katyal et al., 2014;
Ravishankar et al., 2013).

Thalasiolina y sus derivados

Los pastos marinos son plantas con flores (angioespermas) y un sistema radicular
bien desarrollado (rizomas y raices), capaces de modificar las condiciones
ambientales de su entorno debido a que sus hojas atenuan la accion de las mareas
y reducen la velocidad de las corrientes. Su funcion ecolégica es amplia, son
considerados habitat critico debido a la gran biodiversidad que sostienen y se
requieren para la supervivencia de especies amenazadas o en peligro de extincion.
Thalassia testudinum (comunmente conocido como hierba de tortuga) es un tipo de
pasto marino perteneciente a la familia Hidrocharitacea que se encuentra
abundantemente en las costas de Cuba y el mar Caribe, se caracteriza por la
formacion de grandes praderas en zonas arenosas o fangosas y poco profundas.
Las praderas de Thalassia testudinum constituyen la dieta fundamental de la tortuga

verde.
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De las hojas de T. testudinum se obtuvo el extracto acuoso-metandlico BM-21, el
cual ha demostrado poseer propiedades regenerativas, anti-oxidantes y anti-
inflamatorias, ademas de contribuir a la recuperacion del dafio epidermal provocado
por la radiacién UV. A partir del extracto BM-21 se han aislado 11 metabolitos puros,
entre los cuales se encuentran: thalasiolina A (luteolina-7-O-3-D-glucopiranosil-2”-
sulfato), thalasiolina B (crisoeriol-7-O-3-D-glucopiranosil-2”-sulfato), thalasiolina C
(apigenina-7-O-B-D-glucopiranosil-2”-sulfato), luteolina-3’-sulfato, crisoeriol-7-O-f3-
D-glucopiranésido, apigenina-7-O-p-D-glucopiranésido, dihidroxi-3’,4’-
dimetoxiflavona-7-O-3-D-glucopirandsido, crisoeriol y apigenina (Llanio et al. 2006;
Rodeiro et al. 2008; Regalado et al. 2009, 2011,2012).

Los compuestos thalasiolina A-C son una familia de flavonas glicosiladas que han
demostrado tener actividad contra el VIH al actuar sobre la integrasa del virus;
estudios in vitro demostraron que la molécula mas activa de esta familia es la
thalasiolina A, pues inhibe las reacciones catalizadas por la integrasa del VIH
purificada y mostré una proteccidon antiviral significativa contra el VIH en cultivos

celulares (Rowley et al. 2002).

Thalasiolina B es el compuesto mas abundante en el extracto BM-21, en su
estructura esta presente una aglicona (crisoeriol) y un azucar sulfatado, su
aplicacion tépica reduce de forma importante los dafnos en la piel causados por
rayos UV mediante la captura del radical 2,2-difenil-2-picrilhildacil. Adicionalmente
se ha reportado que produce anti-nocicepcion en la prueba de formalina en ratas,
asi como una inhibicién en las corrientes ASICs presentes en las neuronas del

ganglio de la raiz dorsal, por lo cual se ha sugerido que los efectos antinociceptivos

33



thalasiolina B estan relacionado con los canales ASIC (Regalado et al., 2009,
Garateix et al., 2011).

Figura 7. Thalassia testudinum y sus derivados. A. Pradera formada por Thalassia testudinum.
Usualmente suelen formarse en zonas fangosas o arenosas poco profundas. B. Hojas. Tienen forma lineal
y son rectas como cintas, tienen puntas redondeadas y alcanzan una longitud de has 30cm. C. Flor. Son
de color blanco verdoso y crecen en los tallos cortos. Estructura quimica de los tres compuestos derivados
del extracto BM-21, D. crisoeriol-7-O-B-D-glucopiranosil-2"-sulfato (thalasiolina B), E. crisoeriol-7-O-3-D-
glucopiranésido, F. Crisoeriol. Imagenes tomadas de Short, F. T.; Carruthers, T. J. R.; van Tussenbroek, B.;
Zieman, J. (2010). « Thalassia testudinum». [IUCN Red List of Threatened Species. Version 2012.2 y “Hierba
de Tortuga” (Thalassia testudinum), pastomarino.wordpress.com

Otro de los componentes que llaman la atenciéon en el extracto BM-21 es el
crisoeriol, un flavonoide que pertenece al grupo de las flavonas y que tiene efecto
antiobesidad, antioxidante y antiinflamatorio, inhibe la peroxidacion lipidica de
lipoproteinas de baja densidad y captura radicales libres. Adicionalmente,
experimentos in vitro e in vivo han demostrado que el crisoeriol tiene actividad
antimutagénica y antitumoral (Choi et al. 2005; Han et al 2003; Mishra et al. 2003;
Yang et al. 2010; Takemura 2010; Zeng 2016).
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Justificacion

La creciente importancia de los ASICs tanto en procesos fisiologicos como
patolégicos hace relevante encontrar moléculas que modulen su actividad. A partir
del pasto marino Thalassia testidunum se ha obtenido el extracto BM-21, en el cual
se encuentran 3 compuestos analogos de naturaleza fendlica (thalasiolina B,
crisoeriol-7-O-B-D-glucopirandsido y crisoeriol), los cuales difieren entre si
unicamente por la presencia de un azucar (crisoeriol-7-O-B-D-glucopirandsido) o un
grupo sulfato unido con un azucar (thalasiolina B) en la posicion C-7 de la aglicona.
El uso de compuestos analogos permite discernir si el efecto observado es o no
dependiente de la estructura. Trabajos recientes en nuestro laboratorio han
demostrado que tanto el extracto marino BM-21 como la thalasiolina B (crisoeriol-7-
O-B-D-glucopiranosil-2"-sulfato) inhiben las corrientes ASIC (presentes en neuronas
del ganglio de la raiz dorsal de la rata) con desensibilizacién rapida (t < 400 ms),
con una accion no significativa sobre corrientes ASIC con cursos temporales de
desensibilizacion mas lentos (t > 400 ms), lo cual indica que su efecto podria ser

especifico para una subunidad.
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Hipotesis
Los flavonoides derivados del extracto BM-21, obtenido del pasto marino Thalassia

testudinum contiene compuestos relacionados con la thalasiolina B que actuan

sobre canales homoméricos ASIC inhibiendo su conductancia.
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Objetivos

e General:

o Caracterizar el efecto y mecanismo de accion de los flavonoides

crisoeriol-7-O-B-D-glucopiranosil-2”-sulfato (thalasiolina B), crisoeriol-
7-O-B-D-glucopiranésido y crisoeriol sobre canales ASIC formados por
subunidades especificas expresadas en un sistema heterélogo

(células de ovario de hamster chino, CHO).

e Especificos:

o Determinar el efecto de thalasiolina B, crisoeriol-7-O-3-D-

glucopiranésido y crisoeriol en canales ASIC formados por
subunidades especificas expresados en células CHO, estudiando el
efecto de su pre-, co-aplicacion y aplicaciéon sostenida sobre la
amplitud y la cinética de desensibilizacion de las corrientes
registradas.

Construir las curvas concentracion-efecto correspondientes vy
determinar las potencias relativas de los compuestos en estudio.
Determinar si el efecto de estos compuestos es dependiente del pH.
Determinar si el efecto es modificado por la desensibilizacion de
estado estacionario de la corriente ASIC.

Con base en nuestros experimentos, proponer una explicacion que dé
cuenta del mecanismo de accion de las sustancias estudiadas.
Obtener informacioén que sirva como base para futuros estudios sobre
la relacion estructura-actividad de esta familia de flavonas. En
particular, investigar si el grupo sulfato en la posicion C-2” de la
glucosa, y la azucar en la posicion C-7 de la aglicona, estan

relacionados con el efecto observado sobre los canales ASIC.
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MATERIAL Y METODOS
Produccion de los plasmidos ASIC.

Los DNAc para ASICs fueron donados por el Dr. Stefan Grinder de la Universidad
de Aachen, Alemania y el Dr. Michel Welsh de la universidad de lowa, Estados
Unidos. ASIC1a, ASIC1b, ASIC2a y ASIC3 fueron subclonados en el vector de
expresion de mamifero pNS1z (NeuroSearch), un vector derivado de pcDNA3
(InVitrogen) donde la expresion del inserto esta bajo control del promotor del
citomegalovirus. Los DNAc se mantuvieron y amplificaron en E. coli. Todos los
plasmidos se purificaran empleando el kit QUIAGEN Plasmid Plus Maxi Kit
(QIAGEN), segun las instrucciones del fabricante. Esta parte del trabajo se realiz6
en colaboracion con el Dr. Ricardo Félix del CINVESTAV.

Expresion de canales ASIC en un sistema heterologo (Células CHO K-1).

Todos los constructos se expresaron en células CHO-K1 (ATCC No. CCL61). Las
células fueron sembradas en cajas de cultivo en medio de cultivo DMEM
(Dulbelcco's modified Eagle's medium) enriquecido con 10 mM HEPES, 2 mM
glutamina, 10% de suero fetal bovino, 2 mM piruvato and antibiético-antimicético.
Se mantuvieron a 37 °C en una atmdsfera de aire con 5% de CO2 y 95% de

humedad relativa y se realizaron dos pases por semana.

24 horas antes de la transfeccion se sembraron células CHO-K1 en cajas de Petri
que contenian vidrios pre-tratados y recubiertos con Poli-D-lisina para obtener una
confluencia celular de alrededor del 50 al 60% en cada vidrio. Las células CHO-K1
fueron transfectadas con las clonas de las distintas subunidades de los canales
ASICs y se incluyo el gen reportero pGreen Lantern-1 para identificar las células
transfectadas. La transfeccion se realizé por medio del método de lipofeccidon
utilizando los reactivos del paquete comercial Lipofectamine Plus (Gibco/BRL). Para
lo cual, en un eppendorf estéril se colocaron 100 uL de DMEM sin suplementar, los

plasmidos correspondientes a las subunidades ASICs, el plasmido para la proteina
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fluorescente verde y el reactivo plus. En un segundo eppendorf se colocaron 100
ML de DMEM sin suplementar y 6.6 yL de lipofectamina. Los tubos de agitaron
suavemente y se mantuvieron incubando a temperatura ambiente durante 15 min.
Posterior a este tiempo, el contenido de ambos tubos se mezclé y se incub6 por 30
min a temperatura ambiente para permitir que los liposomas incorporaran el ADN.
El medio de cultivo de las células sembradas se recambié por medio DMEM sin
suero (1 mL) y se afadieron los complejos de transfeccion mezclando suavemente
por rotacion para permitir que los complejos se distribuyeran uniformemente en la
caja de cultivo. Las células transfectadas se incubaron a 37°C, 5% CO: por 3 horas
posteriormente el medio de cultivo se completé con medio suplementado a un
volumen final de 2 mL y después de 24 hr se recambié por DMEM suplementado

fresco.

Cultivo de neuronas del ganglio de la raiz dorsal.
Para realizar los registros en neuronas provenientes de los GRD se emplearan ratas

Long Evans de 7-10 dias de edad postnatal, sin distincion de sexo, obtenidas del
bioterio “Claude Bernard” de esta universidad. Tras ser anestesiadas con
sevofluorano, se procedié a su decapitacion, para después abrir la columna
vertebral, remover la médula espinal y disecar los ganglios de la raiz dorsal,
toracicos y lumbares, colocandolos en medio de cultivo Leibovitz L-15 (Invitrogen)
para su posterior cultivo. Las neuronas provenientes de estos ganglios fueron
cultivadas como se ha descrito previamente (Garza et al., 2010; Garateix et al.,
2011) este procedimiento se realiz6é en un cuarto de cultivo, en el que se cuenta con
una campana de flujo laminar (Nuaire) y una incubadora con control de temperatura
y CO2 (Nuaire). Cabe senalar que todo el material que se emple6 en el
procedimiento y que no fue estéril o susceptible de esterilizar en la autoclave, fue

esterilizado mediante su exposicion a luz ultravioleta.

Una vez obtenidos todos los ganglios, estos se colocaron en un tubo estéril con 2

ml de solucion compuesta por colagenasa vy tripsina (1.25 mg/ml cada una, ambas
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de Sigma-Aldrich) en medio L-15. El tubo con los ganglios se incub6 a 37°C durante
30 minutos, pasado ese tiempo el medio de cultivo con las enzimas fue remplazado
por medio L-15 y se llevd a cabo una disociacidn mecanica con ayuda de pipetas
Pasteur pulidas a fuego. Al término de la disociacién se centrifugd por 5 minutos,
lavando después con medio L-15 fresco; esto se repitié 3 veces. Luego del ultimo
lavado se elimind el sobrenadante y la suspension que contenia a las células se
colocd en una caja para cultivo que con cubreobjetos recubiertos previamente con
poli-D-lisina. Las neuronas se mantuvieron en cultivo durante 8 horas en medio L-
15 modificado con la siguiente composicién: suero bovino fetal (al 10%), penicilina
(500 Ul), fungizone (2.5 pl/ml), NaHCO3 (15.7 mM) y HEPES (15.8 mM).

Registro electrofisiologico

Los registros de fijacion de voltaje se realizaron 48 hrs posteriores a la transfeccion.
Todos los registros se realizaron utilizando un amplificador Axopatch-1D (Molecular
Devices). Los microelectrodos (1-2.5 MQ) fueron elaborados a partir de capilares de
vidrio de borosilicato con un estirador de micropipetas Sutter P-2000. Los registros
de fijacion de voltaje en la configuracion de célula completa se realizaron en una
camara de registro perfundida con una solucién Ringer normal (pH 7.4) a
temperatura ambiente (22-25° C). Las soluciones extracelulares fueron impulsadas
por gravedad utilizando un sistema de perfusion de 3 tubos cuadrados colocados
en la proximidad de las células. Los cambios de solucién (< 100 ms) se realizaron
por medio de un sistema SB-77 de perfusion controlado por computadora (Warner
Instruments). El control experimental y el registro de las corrientes se efectuaron
usando el programa Pclamp 9 (Molecular Devices.). Las corrientes provocadas por
acido fueron generadas al perfundir la célula con solucion acida durante 5 segundos.
Para construir la curva de magnitud de la corriente en funcion del pH el protocolo
fue semejante, pero para la solucién extracelular utilizamos pHs en un rango de 4 a
8.0. Para estudiar el efecto de los flavonoides sobre la desensibilizacion de estado
estable se aplicé un prepulso de pH en un rango entre 7 y 8 seguido del pulso de

prueba acido.
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Los registros se capturaron usando un convertidor analdgico digital (Digidata 1200)
con el software pClamp 9. El voltaje de membrana se mantuvo en -60 mV. La
capacitancia y la resistencia en serie se compensaron electronicamente. La
resistencia en serie fue compensada al 80%. Las soluciones empleadas fueron: a)
extracelular (en mM): KCI 5.4, NaCl 140, MgCI2 2, CaCI2 1.8, HEPES o MES 10,
Glucosa 10, ajustada al pH con NaOH. Para aquellas soluciones cuyo pH fue 6.1 o

inferior se utilizé MES en vez de HEPES como amortiguador; b) intracelular (en
mM): KCI 125, NaCl 10, CaCl2 0.1, HEPES 10, EGTA 10, GTPNa 1, ATPMg 2 (pH
7.2 ajustado con KOH).

Analisis de datos

Los datos se analizaron fuera de linea con el programa Clampfit 9.2 (Molecular
Devices). Cada condicion experimental se realizd varias veces para cada célula,
promediando los valores obtenidos. En cada caso, se realizd un registro control y
uno de lavado. Las corrientes obtenidas fueron normalizadas con respecto a su
corriente control. Las curvas concentracion-efecto de pH y flavonoide se ajustaron

empleando la funcién:

_ Imin + (Imax — Imin)
(1(X/CEs0)™)

Donde:

Y = es el efecto farmacoldgico de la sustancia probada (H* o thalasiolina)
X= la concentracién del farmaco (H* o thalasiolina)

Imax y Imin = son el maximo y minimo del efecto sobre la corriente ASIC

CEso = es la concentracion a la que se observa el 50% del efecto sobre la corriente

entre ambos limites

H = es la constante de Hill.
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Para comparar datos del efecto contra su control en la misma célula se empled la
prueba t de Student pareada, mientras que para comparar el efecto entre los
protocolos de aplicacion y los diferentes flavonoides se empled la prueba ANOVA

de una via.
Las corrientes obtenidas fueron analizadas con base en los siguientes parametros:

Ivico = Es la amplitud maxima de corriente o pico de corriente; ésta se observa al

inicio del estimulo acido.
Isos = La amplitud de la corriente al final del pulso de pH &acido.

Tso = El tiempo que tarda la corriente en decaer al 50% de su valor maximo durante

la desensibilizacion.

Tdes = Constante de tiempo de la desensibilizacion (podria requerirse mas de una

sola exponencial).

Isos/lpico = La relacion entre amplitud de la corriente al final del pulso y la amplitud

maxima de corriente al pico.

pico int
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Analisis in silico

Para contribuir a definir el mecanismo de accién de los flavonoides derivados
de T. Testudinum se realiz6 un analisis in-silico de su interaccion con los canales
ASIC. Estos analisis se realizaron con el canal homomeérico mutante ASIC1a (de
pollo). La informacion de la estructura cristalizada de las proteinas se obtuvo de la
base de datos Protein data bank (URL: http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), y
tienen como codigo identificador PDB: 4NYK (Gonzalez et al, 2009) y PDB: 4NTW
(Baconguis et al, 2014), respectivamente.

El programa utilizado para la realizacion del anclaje fue AutoDock Vina 4.2
(Trotty Olson, 2010) y los resultados se visualizaron en Chimera 1.8.1. El programa
permitié realizar anclaje de tipo “flexible”. Se realizaron distintos anclajes en mapas
de interaccion del canal ASIC con base en un mapa de energias de interaccion.
Para el caso del canal en estado abierto, se trabajo con el cristal ANTW; el cual es
un complejo del canal ASIC1a con la toxina peptidica MitTx (misma que hace que
se mantenga el canal en dicho estado). La estructura cristalografica ensamblada fue
obtenida del sistema pdbePISA de EMBL-EBI. (URL=http://www.ebi.ac.uk/msd-
srv/prot_int/cgi-bin/piserver). El canal ASIC1a de 4NTW cuenta con errores
estructurales que provienen del mismo cristal; pues, algunos aminoacidos no estan
bien establecidos (V45, R85, D127, E133, K134, T294, G296, E299, D302, E358,
V427, 1446, Y455, A456 de cada subunidad).
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RESULTADOS
Subunidades ASIC expresadas en células CHO

Para este trabajo empleamos la técnica de transfeccion con lipofectamina con el fin
de transfectar en células CHO-K1 los distintos cDNAs que codifican para cada una
de las subunidades ASIC, una vez obtenidas células CHO-K1 que expresaban
canales ASICs homoméricos funcionales se procedié a caracterizar las corrientes
de cada subunidad ASIC obteniendo sus respectivas curvas de dependencia a pH
y posteriormente se caracterizé el efecto de los compuestos derivados de T.
testudinum sobre ellas, para lo cual se registraron un total de 273 células mediante
la técnica de fijacion de voltaje en la configuracion de célula completa de las cuales.
Para activar las corrientes ASICs, las células CHO fueron expuestas de manera
transitoria a medios acidos aplicados extracelularmente. Los compuestos a probair,
asi como las soluciones con diferentes pHs se aplicaron en la solucién de bafo
empleando un sistema de perfusién mévil con salidas multiples (cambio de salida ~
20 ms). Las diferentes corrientes homomeéricas expresadas en células CHO K-1
mostraron una heterogeneidad en cuanto al tamafio de la corriente al pico,
capacitancia y sobre los indicadores de la desensibilizacién de la corriente (Tabla
4). Con respecto a la normalidad relacionada con la capacitancia de las células que

expresaban las distintas subunidades ASIC, encontramos que uUnicamente las

subunidades ASIC1b y 3 tienen una distribucion normal (prueba de normalidad
Shapiro-Wilk).

Parametros de las corrientes ASICs

_ ASIC1a ASIC1b ASIC2a ASIC3
20.8+ 1.1 24812 17.7+0.8 17.05+0.9
m 20£0.2 -1.6 £0.02 -4.1+0.3 -1.0£0.1
-0.05 £ 0.01 -- -0.85+0.12 -0.03 £ 0.003
0.5 £ 0.04 0.69 + 0.03 1.3+0.07 0.29 £ 0.016
513.5+34.5 624.7 £31.7 1061.6 £29.7 301.9 + 12
0.023 + 0.003 0.111 £ 0.01 0.191 £ 0.01 0.044 + 0.006
_ 76 57 100 40

Tabla 4. Parametros de las corrientes ASIC expresadas en células CHO-K1.
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Se sabe que los homémeros ASIC tienen diferente grado de sensibilidad a la
concentracion de protones, debido a eso realizamos curvas de sensibilidad pH para
cada uno de los canales homoméricos ASIC, obteniendo con ello valores de pHso
(pH al cual se obtiene el 50% de la corriente maxima) para cada subunidad ASIC
(ASIC1a =5.75, ASIC1b = 6.28, ASIC2a = 4.45, ASIC3 = 6.5) (Fig. 8) que coinciden
con lo reportado en la literatura (Hessselager et al. 2004). Todos los experimentos
subsecuentes se realizaron activando a las corrientes ASICs con un pH cercano al
pHso de su respectiva subunidad (1a = 5.5, 1b = 6.1, 2a = 4.5, 3 = 6.5).

Curvas de sensibilidad a pH
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Figura 8. Dependencia de pH para las diferentes subunidades ASIC. A. se muestran las curvas de
dependencia a pH para cada una de las subunidades ASIC realizadas en nuestro laboratorio, se obtuvieron
los siguientes pH50: ASIC1a = 5.75, ASIC1b = 6.28, ASIC2a = 4.45 y ASIC3 = 6.5, la subunidad ASIC3
fue la mas sensible a los cabios de pH. B. Curvas de dependencia a pH para las subunidades ASICs
obtenidas por Hesselager y colaboradores en el 2004, reportan los siguientes pH50: ASIC1a =5.8, ASIC1b
=6.1, ASIC2a = 4.5, ASIC3 = 6.4. Modificada de Hesselager et al. 2004.

Efecto de crioeriol 7-O--D-glucopiranésido sobre homémeros ASIC

Crisoeriol 7-O-B-D-glucopiranosido (un compuesto estructuralmente formado por un
azucar unido a la aglicona crisoeriol en la posicién C7) fue el menos efectivo de los
compuestos probados, a concentraciones de 100 uM afecto reversiblemente a los

homdmeros ASIC1a inhibiendo la corriente al pico (13%), sin modificar ninguno de
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los otros parametros de la corriente durante la co-aplicacion (Fig. 9), mientras que
empleando los otros dos protocolos no se observo ningun efecto significativo. Este
compuesto mostro ser incapaz de producir inhibicién en ninguna otra subunidad
ASIC (1b, 2ay 3) e incluso a concentraciones altas (300 uM) el efecto inhibitorio fue
unicamente de (16 + 3 %) sobre la Ipico de ASIC1a durante el protocolo de co-

aplicacion (datos no mostrados con n = 5).

Crisoeriol 7-O-B-D-glucopiranosido (100uM)

4
1 0 pHSS C pH 6.1

+7-0-8-gluco pH 6.1 +7-0-8-gluco pH 6.1

120
100
o 80
0 E pHE.5
2. 60 +7-0-8-gluco pH 4.5 pHE.5 +7-0-8-gluco pHE.S
e Las .
o

T

ASIC1a ASIC1b ASIC2a ASIC3

*p <0.05
mmm Co-aplicacion
mm Pre-aplicacién
mmm Aplicacion Sostenida

Fig. 9. Efecto de crioeriol 7-O-B-D-glucopiranésido sobre homomeros ASIC. A. El Unico efecto
significativo se observa sobre la subunidad ASIC1a bajo el protocolo de co-aplicacion, las demas
subunidades no se ven afectadas. B. Corrientes representativas del efecto de crioeriol 7-O-3-D-
glucopiranésido sobre homomeéros ASIC1a en co-aplicacién. C. Homémeros ASIC1b en protocolo de co-
aplicacion, no se observa efecto significativo. D. Homémeros ASIC 2a. E. Homoméros ASIC3.

Efecto de Thalasiolina B (ThB) sobre homémeros ASIC

Thalasiolina B, el compuesto mas abundante en el extracto BM-21 obtenido de
Thalassia testudinum no tuvo efecto significativo en las corrientes homoméricas
ASIC3, pero en cambio se pudieron observar efectos inhibitorios sobre las corrientes
producidas por subunidades ASIC1a y ASIC2a. En ASIC1a la co-aplicacion de

thalasiolina B produjo un efecto inhibitorio de 18 £ 4% sobre la corriente al pico sin
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alterar los demas parametros de la corriente, mientras que en la subunidad ASIC2a
la inhibicion sobre la corriente al pico se observo con la co-aplicacién y aplicacion

sostenida (18 £ 2y 17 + 2% respectivamente) (Figura 10).

La subunidad ASIC1b requiere una mencién especial, pues aunque durante la co-
y pre-aplicacién thalasiolina B no tuvo efecto sobre la corriente al pico en esta
subunidad, durante la aplicacion sostenida se produjo un incremento significativo de

la corriente al pico, el cual fue de 18% (Figura 11).

A Thalassiolina B (ThB) 100 uM

pH 6.1
+ThB pH 6.

pHé6.5
+ThB pHB.5

ASIC1a ASIC1b ASIC2a ASIC3

mmmm Co-aplicacion *p < 0.05
mmmm Pre-aplicacién
mmm Aplicacion Sostenida

Fig. 10. Efecto de Thalasiolina B sobre homoméros ASIC. A.Se observa una disminucién en co-
aplicacién en ASIC1a (12%) y ASIC2a (18%), mientras que para aplicacién sostenida se produjo una
disminucién en las subunidades ASIC2a (17%) y ASIC3 (5%), asi como un aumento significativo en el pico
de la corriente ASIC1b de 18%. Corrientes ASICs de los homdmeros 1a (B), 1b (C), 2a (D) y 3 (E) bajo el
protocolo de co-aplicacion.

La corriente producida por homémeros ASIC1b fue la unica en la que se observo un
efecto potenciador de la corriente al pico y la integral de la corriente (aplicacién
sostenida) producido por thalasiolina B a una concentracion de 100 uM (Fig. 11), en
los demas parametros de la corriente no hubo cambios significativos. Cabe senalar
que todos los efectos producidos por ThB en las diferentes subunidades vy

modalidades de aplicacion fueron completamente reversibles.
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Thalassiolina B sobre ASIC1b (100 pM ) B

pH 6.1 pH 6.1 + ThB pH 6.1
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0.2nA

2seg

120 -

pH 6.1 The pHB.1 pH 6.1

Efecto (%)

pH 6.1 THE pH 6.1+ThB pH 6.1
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Fig. 11. Efecto de Thalasiolina B sobre ASIC1b. A Se observa un aumento estadisticamente
significativo de la corriente al pico y la integral de la corriente en la aplicacién sostenida (18% y 13 %-
respectivamente), en otros protocolos no hay efectos significativos. B. Registro de corrientes
homoméricas ASIC1b en co-aplicacion, C. pre-aplicacion y D. aplicacién sostenida con Thalasiolina B
(100 uM). ThB tiene un efecto potenciador con la aplicacién sostenida, la corriente se recupera
totalmente con el lavado.

Como mencionamos anteriormente, el efecto mas pronunciado de thalasiolina B fue
sobre ASIC2a, modificando la cinética de la corriente producida por estos
homomeros al emplear dos de los tres protocolos de aplicacion (co-aplicacion y

aplicacion sostenida).

En la co-aplicacion la corriente al pico y la integral disminuyeron 17 + 2% y 20 + 2%
respectivamente. La aplicacion sostenida produjo una inhibicion que afecto a 3 de
los 5 parametros de la corriente. El parametro menos afectado fue la TS50 con una
disminucién de unicamente el 12 + 4%. Es importante mencionar que la tau, la cual

esta relacionada con la cinética de desensibilizacion del canal no se modifico ningun

caso (Fig. 12).
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Figura 12. Efecto de Thalasiolina B sobre la corriente ASIC2a. A. Se observa una inhibicién al pico
similar con la co-aplicacion y aplicacion sostenida (17 y 18% respectivamente). EI componente
sostenido (Iss) fue mas afectado durante la co-aplicacién con una inhibicion de 25% en comparacion
con un 15% con la aplicacion sostenida. En cuanto a la integral se produjo una disminucién similar
entre los protocolos antes mencionados (17% y 21%). Finalmente el unico parametro que no mostré
cambios fue la tau. Corrientes representativas de homoméros ASIC2a B. co-aplicacién, C. pre-
aplicacion y D. aplicacion sostenida, se grafica la corriente control, el efecto y su lavado.

Efecto de crisoeriol sobre las subunidades ASIC

A diferencia de los otros compuestos derivados de T. testudinum, el flavonoide
crisoeriol tuvo un efecto mucho mas robusto y consistente sobre todas las corrientes
homomeéricas ASIC. La subunidad en la cual crisoeriol (100 yuM) mostrd tener una
mayor actividad fue la 2a, pues produjo una inhibicién sobre la Ipico de 72 + 2%
durante la aplicacién sostenida, efecto que fue reversible en un 92 £ 5%, mientras
que la co-aplicacion y la pre-aplicacidon produjeron una inhibicién en la Ipico de 59 +
2% y 34 + 6% cada una, con recuperaciones de la corriente de 80 £ 16% y 97 £+ 1%
respectivamente. El efecto inhibitorio de la pre-aplicacion de crisoeriol sobre la Ipico
fue de 25 + 2% para ASIC1a, 34 £ 6% para ASIC2a y 24 + 6% para ASIC3, mientras
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% Ipico

que en el caso de ASIC1b, crisoeriol no tuvo efecto significativo, todos los efectos
obtenidos con este tipo de protocolo fueron completamente reversibles. La co-
aplicacién tuvo un efecto mayor, afectando a todas las subunidades ASICs, con
maximo efecto en ASIC 2a al producir una inhibicién del 59 + 2% sobre la Ipico con
una recuperacion del 85 + 16%), mientras que la subunidad la menos afectada fue
la 1a con una inhibicién de solo el 17 £ 2% y recuperacion de la corriente de 90 £
7%, para las subunidades ASIC1b y ASIC3 la inhibicion fue de 36 £+ 4% y 27 + 4%

sobre la Ipico y la recuperacién fue de 80 £ 1% y 97 + 1 respectivamente (Fig. 13).

La aplicacion sostenida de crisoeriol inhibi6 la Ipico en todas las subunidades ASIC.
La inhibicion fue de 72 + 2% para la subunidad ASIC2a con una recuperacion de la
corriente de 92 + 2%, mientras en ASIC1a la inhibicion fue de 27 + 4% vy la
recuperacion de 58 + 2%. Los ASIC1b y 3 registraron una inhibicion de la corriente

al pico de 41 £ 2% y 35 + 4 % con una recuperacion de la corriente de 92 £+ 5y 95

+

12% respectivamente (Fig. 13).

Crisoeriol sobre corrientes ASIC (100 pM)

cris __PHSS pH55 C pHE1 .4 pHEA pH6.1

E _stss o oHss L

[

ASIC 1a ASIC 1b ASIC 2a ASIC 3

EE Co-aplicacion *p<0.05

Bl Pre-aplicacion
I Aplicacion Sostenida

Figura 13. Efecto de crisoeriol sobre homémeros ASIC. A. La subunidad en la cual se observé un mayor
efecto inhibitorio fue ASIC2a, mientras que la subunidad menos afectada por el flavonoide fue ASIC1a.
Corrientes representativas del efecto de la aplicacion sostenida de crisoeriol a una concentracion de 100
MM en las diferentes subunidades ASIC. B. ASIC1a, C. ASIC1b, D. ASIC2a, E. ASIC3.
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Una de las subunidades mas afectadas por el crisoeriol fue ASIC3, la cual se ha
relacionado principalmente con procesos de nocicepcion. La co y pre-aplicacion de
crisoeriol 100 uM sobre esta subunidad produjo una inhibicion al pico de 27 + 4% y
24 + 6% respectivamente pero sin modificar ninguno de los demas parametros de
la corriente, estos efectos fueron totalmente reversibles. Para el caso de la
aplicacion sostenida encontramos que afecta otros parametros tales como el
componente sostenido y la integral. La disminucidon en de la relacion del
componente sostenido y la corriente al pico fue de 60 = 17% mientras que la

inhibicién sobre la integral de la corriente fue de 40 + 10% (Fig. 14).

pH6.5+
crisoeriol

A Crisoeriol sobre ASIC3 (100 uM) B
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Il Co-aplicacion (n=7) *p <0.05

I Pre-aplicacion (n = 5)
I Aplicacion Sostenida (n = 5)

Fig. 14. Efecto de crisoeriol sobre ASIC3. A. Se observé una disminucion sobre la corriente al pico, con
todos los protocolos de aplicacién, pero solo la aplicacion sostenida produce un efecto inhibitorio sobre
otros parametros de la corriente (Iss e integral). Registros representativos de las corrientes homoméricas
ASIC3 y el efecto de crisoeriol sobre ellas con diferentes protocolos de aplicaciéon B. co-aplicacion. C. pre-
aplicacién. D. aplicacion sostenida.
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Las corrientes producidas por homémeros ASIC2a son las mas susceptibles al
efecto de flavonoide crisoeriol. La pre-aplicacion de crisoeriol 100 uM provocé una
inhibicion completamente reversible en la Ipico y a integral de la corriente ASIC2a
(lpico = 67 £ 5%, integral = 69 £ 9), se observa un aumento en la relaciéon entre la
Isos y la Ipico, lo cual nos indica que el componente sostenido no se modificd pero
la Ipico disminuyo (Isos/ lpico= 130 £ 5%), mientras que bajo el protocolo de aplicacion
sostenida los efectos inhibitorios se observaron en todos los parametros de la
corriente, sostenida produciendo una inhibicion al pico de 72 + 2%, integral 75 £ 1%
y componente sostenido 71 + 2%, mientras que para la tau y la Tso la inhibicion
producida por crisoeriol fue de 19 + 4% y 28 + 7% respectivamente (Fig. 14), cabe

sefalar que dichos efectos inhibitorios fueron totalmente reversibles.

pH 4.5 +
B pH 4.5 crisoeriol

A Crisoeriol sobre ASIC2a (100 pM)

*

Pico Issi/lpico Tau T50 Integral

I Co-aplicacion (n = 8) *p < 0.05
I Pre-aplicacion (n = 10)
I Aplicacion sostenida (n = 7)

Figura 14. Efecto de crisoeriol sobre homomeros ASIC2a. A. Las corrientes producidas por homémeros
ASIC2a fueron las mas susceptibles al efecto de crisoeriol, la aplicacién sostenida del flavonoide produjo
una inhibicion en todos los pardametros de la corriente. Trazos representativos de corrientes ASIC2a y el
efecto que produce el flavonoide crisoeriol bajo los 3 protocolos de aplicacién: B co-aplicacién, C pre-
aplicacion y D aplicacion sostenida.
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Efecto de crisoeriol en las corrientes ASIC en nGRD

Las nGRD expresan todas las subunidades ASIC por lo que constituyen un modelo
de relevancia para su estudio tanto por su papel en procesos sensoriales como por
su accesibilidad. En las nGRD los ASICs conforman canales homo y heteroméricos
(Alvarez de la Rosa et al., 2002) para los que en la rata se ha reportado ya un pHso
de 6.1 (Garza et al., 2010). Debido a que el efecto inhibitorio del crisoeriol fue similar
en todos los homdmeros ASIC decidimos probar su efecto sobre las nGRD
empleando la concentracién de 100 pyM en los tres protocolos de aplicacion.
Encontramos que la pre-aplicacion de crisoeriol no produce efecto significativo
sobre la corriente ASIC, mientras que la co-aplicacion y la aplicacion sostenida
producen una inhibicion de la corriente al pico de 17 £ 2% y 44 £+ 10%, con una
recuperacion de la corriente de 80 £ 5% y 81 £ 8 respectivamente, sin afectar

significativamente los demas parametros de la corriente (Fig. 15).

A Crisoeriol sobre ASICs B
presentes en nGRD (100 pM ) oH 64 Flodsitd
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I Pre-aplicacion (n = 5)
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Figura 15. Efecto de crisoeriol sobre corrientes ASIC presentes en nGRD. A. El mayor efecto se
observé en la aplicacion sostenida, con este protocolo crisoeriol 100 uM inhibio el 32% de la Ipico y el 15%
de laintegral de la corriente. Trazos representativos de corrientes ASIC presentes en nGRD activadas con
pH 6.1, asi como el efecto producido por el flavonoide crisoeriol bajo los 3 protocolos de aplicacion: (B)
co-aplicacién, (C) pre-aplicacion, (D) aplicacién sostenida.
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Curvas dosis efecto de crisoeriol en ASIC2a

Se sabe que la subunidad ASIC2a es la menos sensible a los cambios de pH
extracelular (pHso 4.5) ademas de estar relacionada con procesos fisiologicos tales
como la transduccion visual, mecanosensacion y el reflejo de los barorreceptores
(Eittache et al., 2006; Price et al., 2001; Lu et al., 2009). En cuanto a procesos
patolégicos, ASIC2a se ha vinculado con la degeneracién retinal, isquemia y

migracion de células tumorales.

Como se menciond, la mayor inhibicion producida por crisoeriol se observé en la
subunidad ASIC2a, por lo cual realizamos curvas concentracion efecto de este

compuesto sobre dicha subunidad, con los tres protocolos de aplicacion.

A Pre-aplicacién
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*p<0.01

Figura 16. Curva D-E de crisoeriol durante pre-aplicacion. A. En la pre-aplicaciéon se encontré una I1Cso
de 34 £ 4 pM, el efecto inhibitorio fue significativo unicamente a partir de la concentracién 100 pM y la
maxima inhibicion fue de 40% sobre la Ipico. B. Efecto de crisoeriol sobre la corriente ASIC2a bajo el
protocolo de aplicacidn, la concentracién coincide con la ICso obtenida para este compuesto. C. El crisoeriol
(30 uM) en este protocolo no modifica ningun parametro de la corriente ASIC2a.
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A altas concentraciones la pre-aplicacion (el compuesto se encuentra interactuando
con el canal en estado cerrado o inactivado) produjo un efecto inhibitorio maximo
de 40% sobre la Ipico, sin afectar ninguno de los otros parametros de la corriente
ASIC2a. La curva dosis-efecto arrojo una ICso de 43.4 £ 4.4 uM para este compuesto
durante la pre-aplicacion con una inhibicion maxima en la corriente al pico de 40%
y numero de Hill de 1.3 (Fig. 16).

En la co-aplicacidon (interaccion del compuesto con regiones del canal ASIC
expuestas en el estado abierto) altas concentraciones de crisoeriol (300 uM)
lograron inhibir practicamente el 100% de la corriente ASIC2a, modificando todos
los parametros de la corriente, se reporta una IC50 de 54 £ 8 uM con un numero de

Hill de 1.4, bajo este protocolo de activacion (Fig. 17).

A Co-aplicacion B
criso
30 pm
— Coap.
C criso 30puM
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100 PR ——
F 80
ICgg=54+8 g 60
20 4 N° Hill =1.4 EE 40
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01 . : . 0
1 10 100 i T50  Integral
[Crisoeriol] pM
n =5 por punto n =5 por punto

Figura 17. Curva D-E de crisoeriol en ASIC2a en co-aplicacion. A. Se obtuvo una ICso de 54 £ 8
MM, el efecto inhibitorio fue significativo a partir de 10 uM y a altas concentraciones se inhibid
completamente la Ipico. B. Registro tipico del efecto de crioseriol para este compuesto durante la
co-aplicacién se observa una inhibicién de la corriente al pico. C. Efecto de crisoeriol (30uM) sobre
los parametros de la corriente ASIC2a, en co-aplicacion no se modifica ningin parametro de la
corriente relacionado con la desensibilizacion del canal.
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Finalmente durante la aplicacion sostenida se logré obtener el mayor efecto
inhibitorio, bajo este protocolo crisoeriol no solo disminuyd la corriente al pico, sino
modifico otros parametros de la corriente tales como la tau y el componente
sostenido. Para la curva concentracion contra efecto se obtuvo una IC50 de 36 + 6
MM y un numero de Hill de 1.1. Empleando una concentracion de 30 uM bajo este
protocolo se logré producir una inhibicion de todos los parametros de la corriente

ASIC2a, dicho efecto fue completamente reversible al retirar el compuesto (Fig.18).

Aplicacion sostenida
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1 10 100 1 pico 1] Tau T50  Integral
n = 5 por punto [Crisceriol] uM n=5
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Figura 18. Curva D-E de crisoeriol durante la aplicacién sostenida. A. Se obtuvo una ICso de
36 + 6 uM, el efecto inhibitorio fue significativo a partir de 10 uM y a altas concentraciones se
inhibié casi por completo la corriente al pico. B. Efecto de crisoeriol en el protocolo de aplicacion
sostenida, la concentracion mostrada coincide con la ICso. C. Efecto de crisoeriol (30 uM) sobre
los parametros de la corriente ASIC2a, se produce una inhibicién en todos los parametros de la
corriente, siendo los mas afectados la Ipico, el componente sostenido y la integral.

Al realizar la comparacion de las curvas D-E para cada tipo de aplicacién del
flavonoide encontramos que no existen diferencias significativas con respecto a la
potencia del compuesto en los protocolos de co-aplicacion y aplicacion sostenida,
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pues el flavonoide puede llegar a inhibir casi por completo la corriente al pico a altas
concentraciones, mientras que para el caso de la pre-aplicacion la potencia maxima
fue de 40% de inhibicion sobre la corriente al pico. En cuanto a la eficacia, si bien
no hay diferencias significativas entre las IC50 para la aplicacion sostenida y la pre-
aplicacién, el efecto inhibitorio es mucho mayor para el primer caso, por lo que
podemos decir que el protocolo con el cual se observa una mayor potencia y eficacia

es el de aplicacion sostenida (Fig. 19).
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Curvas DE crisoeriol sobre ASIC2a
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[crisoeriol] uM N — Co (n=8)
p <0.05 _
n = 5 por punto == Pre (n=10)
#p<0.01 = Sos (n = 7)

Figura 19. Comparaciéon de las curvas D-E para crisoeriol en todos los protocolos de
aplicaciéon. A. Curvas D-E para crisoeriol en los diferentes tipos de aplicacién, la eficacia del
flavonoide en la pre-aplicaciéon fue menor que en los otros protocolos, la mayor eficacia fue en
aplicacion sostenida. B. Registro del efecto de crisoeriol en la corriente ASIC2a en los 3
protocolos de aplicacion. C. Comparacién del efecto de crisoeriol (30 uM) en los parametros de
la corriente ASIC2a en los 3 protocolos de aplicacidon, los mayores efectos inhibitorios se
observaron durante la co-aplicacion y la aplicacion sostenida que inhibieron todos los parametros
de la corriente. En la corriente al pico, el componente sostenido y la integral los efectos entre
estos dos protocolos de aplicacion fueron significativamente diferentes.
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Dependencia del efecto de crisoeriol del pH y desensibilizacion de estado

estable de la corriente ASIC2a

Medimos la relaciéon de la respuesta a pH para ASCI2a en condiciones control y en

presencia de crisoeriol 40 uM para saber si la presencia de este compuesto afectaba

de alguna manera la sensibilidad del canal al pH extracelular, encontramos que el
pH50 para ASIC2a en condiciones control es de 4.4 + 0.05 y en presencia de

crisoeriol es de 4.5 £ 0.1 y aunque el crisoeriol produce cierto desplazamiento de la

curva a valores menos acidos, este no es significativo (Fig. 20).
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Figura 20. Dependencia de pH y desensibilizacion del estado estable de la corriente
ASIC2a. A. Protocolo de desensibilizacion en estado estable con y sin crisoeriol 40 uM. No se
observan diferencias significativas entre ambos protocolos. B. Curva de dependencia a pH para
las corrientes producidas por homémeros ASIC2a en condiciones control y con crisoeriol 40 pM.
Aunque se observa un ligero corrimiento de la curva hacia valores menos &acidos este
desplazamiento no es significativo. C. Trazos representativos del efecto de la desensibilizacion
de la corriente ASIC2a en control y con crisoeriol 40 yM. No encontramos diferencia significativa

al cambiar los pH de sostenimiento.
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Para la desensibilizacion del estado estable de la corriente ASIC2a empleamos un
protocolo en el cual el pH de sostenimiento varié en un rango de 7.0 a 8.0, una vez
obtenida la curva control se volvié a realizar el protocolo pero en presencia de
crisoeriol 30 uM, no encontramos diferencias significativas entre los dos protocolos
(Fig. 20).

Andlisis in silico del anclaje de crisoeriol en el canal ASIC

En el 2007 se describid por primera vez la estructura cristalografica del canal
homomeérico ASIC1a de pollo, gracias a este trabajo y a estudios posteriores (Jasti
et al., 2007; Gonzalez et al., 2009) pudo conocerse la estructura del canal es estado
desensibilizado y mas tarde en estado abierto (Bancoguis et al. 2014), por lo cual
ahora es posible mediante el uso de programas especializados (AutoDock Vina y
UCSF Chimera) realizar un analisis de potenciales sitios de unién del compuesto al
canal ASIC1a y aunque el propésito de este trabajo no es realizar un modelaje
matematico de la interaccion del compuesto con el canal ASIC, el conocer los
probables sitios de unién que puedan existir entre ambos nos ayudan en gran

manera a comprender la actividad de este compuesto sobre el canal.

Para el modelaje in silico empleamos los programas AutoDock Vina y UCSF
Chimera, asi como dos estructuras diferentes del canal ASIC obtenidas del Protein
Data Bank (PDB), una de las estructuras empleadas fue la del canal en estado
inactivado publicada por Gonzales et al. en el 2009 (PDB 4NYK) en la cual se
afiaden residuos en las porciones carboxilo (452-466) y amino terminal (2-45) a la
estructura reportada por Jasti en el 2007, por lo que es conveniente aclarar que
debido a eso todos los residuos reportados usando la estructura publicada por
Gonzales equivalen a los residuos reportados por Jasti et al. 2007 pero aumentando
una posicion mas, asi pues, el aminoacido reportado como H”2 en la cristalografia
de Gonzalez es el equivalente al reportado por Jasti como H74. Otra de las
estructuras empleadas para el analisis in silico fue la reportada por Bancoguis et al
en el 2014, la cual es una co-cristalizaciéon del canal ASIC1a (4NWT) unido a la
toxina MitTx lo que permite observar la estructura del canal durante el estado

abierto.
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Encontramos que en el estado desensibilizado el crisoeriol tiene preferencia por la
porcion extracelular del canal y el vestibulo central (Fig. 21). La interaccion de
crisoeriol a la porciéon extracelular del canal se da a nivel del residuo D7, se ha
propuesto que durante el estado desensibilizado el aspartato 79 forma un enlace
con la histidina 73 y en conjunto con otros aminoacidos (H"2/H"3 y E®) tienen un

papel crucial en el “gating” del canal ASIC (Grunder et al. 2010), por lo que la unién

Figura 21. Analisis de la uniéon de crisoeriol al canal homomérico ASIC1a. A. Las
interacciones con mayor afinidad se dan a nivel de la porcidon extracelular del canal y en el
vestibulo central (afinidad de -8.5 kcal/mol) mientras que la interacion con la region justo por
encima de las alfa hélices de los segmentos transmembrana es de -8.3 kcaol/mol. B.
Acercamiento de la interaccion del flavonoide con la porcion extracelular del canal, esta se da a
nivel del residuo D7° relacionado con el gating del canal. C. Acercamiento de la interaccién de
crisoeriol con la region de las alfa hélices que conforman los dominios transmembrana del canal,
el sitio de unién se da a nivel del residuo E426, el cual puede experimentar cambios
conformacionales durante el gating del canal.

60



del flavonoide en este sitio podria estar relacionado con su efecto inhibitorio al

contribuir a la modulacion del gating del canal (Fig. 21).

Los vestibulos en la porcion extracelular del canal tienen potenciales electrostaticos
negativos debido a la concentracion de residuos aminoacidicos en el vestibulo
central (Glu®, Glu"4, Glu*'? y Glu*'") y el extracelular (Asp”®, Glu*?°, Glu*?6 y Asp*33)
por lo que se ha propuesto que funcionan como “reservorio de cationes” que al estar

cerca del poro contribuyen a la generacién de una mayor conductancia del canal.

En el andlisis in silico encontramos que crisoeriol es capaz de unirse a dos de los

residuos acidicos presentes en el vestibulo central del canal (E374 y E4'2), por lo cual

podria explicarse su capacidad para producir una inhibicion sobre la corriente ASIC
(Fig. 22).
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Figura 22. Unién de crisoeriol al vestibulo central de ASIC1A. A. Los sitios con mas afinidad se
encuentran en la porcidn extracelular D79 y en el vestibulo central en donde se unen a dos residuos E374
y E412 que juegan un papel importante para generar un potencial electrostatico negativo en esta regién
del canal. B. Esquema del canal ASIC1a en donde se observan los 3 vestibulos en la porcién extracelular
del canal, asi como la fenestracién lateral que permite el paso directo hacia el vestibulo extracelular del
canal. Los aminiacidos acidicos (con carga negativa) forman una linea a lo largo del vestibulo central y
extracelular, en este esquema estan numerados basados en la secuencia del ASIC1a reportada por
Gonzalez et al. 2008 (Tomado y modificado de Grunder et al. 2010).
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Ademas de los sitios de unidn antes mencionados, nuestros analisis demuestran
que el flavonoide crisoeriol también puede interactuar con la region que se
encuentra inmediatamente por fuera de las alfa hélices transmembrana de la
subunidad ASIC, esta unién se da principalmente a nivel del residuo E*?® pero los
aminoacidos circundantes también presentan cierto grado de afinidad por el

crisoeriol. Estudios realizados a los residuos circundantes a E*2 han demostrado

2

que esta region puede experimentar cambios conformacionales durante el “gating’
del canal por lo que se ha sugerido que esta involucrada en la transduccién de
senales del dominio extracelular hacia el poro modificando con ello los cambios en
el estado de conductividad del canal (Passero et at. 2009; Sherwood et al 2011)
aunque no se ha determinado aun si el residuo E*?% esta implicado directamente en
la unién de calcio al canal o si tiene un efecto alostérico en el bloqueo del canal

mediado por calcio.

En cuanto a la interaccion del canal con el estado abierto, los analisis realizados
indican que las interacciones mas afines se dan a nivel de la porcion extracelular
del canal, principalmente con la regidn del vestibulo central uniéndose a nivel de los

residuos P35 y T37, lo cual es coincidente con el area de interaccion de crisoeriol y

Figura 23. Analisis in silico de la
interaccion de crisoeriol con el
canal ASIC en estado abierto. Los
sitios de union del flavonoide crisoeriol
sobre la estructura del canal ASIC1a
se dan principalmente a nivel de la
porcién extracelular, observamos una
fuerte interaccion con el vestibulo
central (molécula en amarillo) que se
da a nivel de los residuos P35y T37,
(afinidad -9.0 kcal/mol), asi como
otros dos posibles sitios de union a
nivel de la unién del pulgar con la
region del dedo (molécula en rojo) y la
porcién comprendida por el pulgar, la
palma y la bola beta (molécula
naranja) en el residuo aminoacidico
E239 y los aminiacidos circundantes.
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al canal ASIC durante el estado desensibilizado, por lo cual podriamos sugerir que
crisoeriol tiene alta afinidad por el vestibulo central tanto en estado desensibilizado
como abierto por lo que el efecto inhibitorio observado durante la aplicacion
sostenida se debe principalmente a la unidon del crisoeriol a esta region.
Encontramos otros dos sitios de unién con alta afinidad durante el estado abierto,
estos se encuentran en la regiéon que une el area del pulgar con el dominio del dedo
G288, asi como en la region que incluye a la palma, el pulgar y la bola 3 (E239 y
aminoacidos circundantes) (Dawson et al 2012) por lo que la unioén del crisoeriol a

estos sitios podria provocar la inhibicion de la corriente (Fig.23)

Relacion estructura-actividad de los flavonoides: crisoeriol, 7-O-B-D-

glucopiranésido y ThB.

La analogia entre los diferentes compuestos empleados nos permite inferir si su
estructura influye en la actividad que tienen sobre los canales ASIC. Todos los
compuestos probados tienen como base la misma aglicona (crisoeriol), esta se
encuentra unida a un azucar en el caso del compuesto 7-O-B-D-glucopiranésido y
a un azucar sulfatado en el caso de ThB, por lo cual analizamos la diferencia entre
los efectos de estos compuestos sobre cada una de las subunidades ASIC y bajo

los 3 protocolos de aplicacion que establecimos con anterioridad.

Para la co-aplicacion encontramos que sobre la subunidad 1a no hay una diferencia
entre el efecto inhibitorio producido por estos 3 compuestos, mientras que para las
demas subunidades existe una marcada diferencia entre el efecto del crisoeriol y
los otros dos, lo que nos indica que la aglicona sola tiene mas efecto que al estar
unida con un azucar o un azucar sulfatado (Fig 24), cabe senalar que todos los

efectos inhibitorios sobre las corrientes fueron completamente reversibles.
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Figura 24. Efecto de la co-aplicacion de 3 compuestos obtenidos a partir de Thalassia testudinum
sobre las corrientes ASIC. A. No hay diferencia significativa entre el efecto inhibitorio de ninguno de los
compuestos sobre la subunidad ASIC1a. Si bien no existen diferencias entre el efecto de crisoeriol 7-O--D-
glucopiranésido y ThB sobre la subunidad ASIC1b y 3 el efecto de dichos compuestos es significativamente
diferente al de crisoeriol. EI mayor efecto inhibitorio se observo en la subunidad 2a con la aplicacién de
crisoeriol. B. Trazos representativos del efecto producido por los 3 diferentes compuestos sobre la subunidad

ASIC2a.

Durante el protocolo de pre-aplicacion solo se observo efecto con la aplicacion de
crisoeriol, cabe sefialar que dicha inhibicion fue significativa para todas las
subunidades ASIC, siendo ASIC2a nuevamente la mas afectada. Esto sugiere que
crisoeriol tiene un efecto inhibitorio al interactuar con el canal estado cerrado o
inactivado, mientras que los compuestos que contienen un azucar o un azucar

sulfatado son incapaces de producir efecto (Fig. 25).
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Figura 25. Efecto de la pre-aplicacion de 3 compuestos obtenidos a partir de Thalassia
testudinum sobre las corrientes ASIC. La pre-aplicacion de la glicona sola (crisoeriol) produce un
efecto inhibitorio sobre todas las corrientes ASIC. Los otros dos compuestos no alteran la corriente.
Corrientes homomericas ASIC2a y el efecto de la pre-aplicacién de B. crisoeriol C. crisoeriol7-O-3-D-
glucopiranésido y D. ThB.

Finalmente, en el caso de la aplicacion sostenida volvemos a observar que crisoeriol
tiene un efecto inhibitorio en todas las subunidades ASIC, siendo mucho mas
marcado sobre la subunidad ASIC2a (72 + 2%) mientras que crisoeriol 7-O-3-D-
glucopirandsido no produce ningun efecto significativo. Es importante sefalar el
efecto que tiene ThB sobre la subunidad ASIC1b pues produce un incremento (18

1 4%) en la corriente, el cual puede inferirse es debido al azucar sulfatado (Fig.26).
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Figura 26. Efecto de la aplicacion sostenida de 3 compuestos obtenidos a partir de Thalassia
testudinum sobre las corrientes ASIC. A. 7-O-B-D-glucopiranésido no tiene efecto sobre ninguna
subunidad ASIC. Crisoeriol inhibe la Ipico de todas las corrientes homoméricas ASIC, teniendo el mayor
efecto sobre ASIC2a (inibicion del 72 + 2%). La aplicacion de thalasiolina B potencia la corriente al pico de
los homomeéros ASC1a en un 18 + 4%. Todos los efectos fueron completamente reversibles. Corrientes
representativas de homdmeros ASIC2a con el protocolo de aplicacién sostenidacon B. crisoeriol. C.
crisoeriol 7-O-B-D-alucopiranésido D. ThB para los diferentes flavonoides.
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DISCUSION

Con el paso de los anos las moléculas flavonoides han ido tomando mas relevancia
pues su peculiar estructura, su capacidad para atravesar la barrera
hematoencefalica y los pocos efectos secundarios relacionados con su consumo los
vuelven herramientas de interés farmacolégico (Kumar y Pandey 2013; Seleem et
al. 2017).

Desde su descripcion original en 2002 la thalasiolina y sus derivados han sido
ampliamente estudiados como agentes farmacologicos (Aneiros et al. 2002;
Rodriguez et al. 2002; Regalado et al. 2009, 2011,2012). Nuestro estudio sugiere
que los canales iénicos ASIC responden a dos de los tres flavonoides estudiados:
thalasiolina B y crisoeriol. Aunque ambos pertenecen a la misma familia de
flavonoides, difieren en su estructura al tener o no un azucar sulfatado. Proponemos
que las variaciones estructurales y la interaccién de los flavonoides con las regiones
expuestas durante los distintos estados del canal, son la causa de las diferencias
entre los efectos de estos compuestos sobre las subunidades ASIC. Pese a que se
ha descrito que algunos flavonoides son capaces de atravesar la membrana celular,
no es el caso del crisoeriol (Kang et al. 2010) por lo que su accién sobre el canal a
través de segundos mensajeros es poco factible, sin embargo existe la posibilidad
de que sea capaz de actuar de manera indirecta sobre el canal a través de
alteraciones inducidas en la membrana plasmatica debidas a una interaccion directa
con los fosfolipidos de la bicapa, pues los ASICs pueden responder a estiramientos
en la membrana (Allen and Atwell 2002). No obstante, tomando en cuenta el tiempo
en que tardan en aparecer los efectos tras la exposicion al farmaco y considerando
los antecedentes farmacologicos de la corriente ASIC, no parece factible que este
sea el caso. Es por ello que en nuestra discusion partimos de un esquema en el
cual los efectos observados responden a una interaccion directa entre los

flavonoides y los ASIC.

Para la aplicacion de los flavonoides empleamos tres diferentes protocolos con
distintos tiempos de exposicidn, en los cuales el compuesto interactua con el canal

cuando se encuentra en diferentes estados. En el protocolo de co-aplicacion el
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farmaco es liberado en conjunto con el pulso acido (5 segundos) por lo que entra en
contacto con los canales cuando estos estan en su mayoria en estado abierto y/o
abierto-desensibilizado de manera que es capaz de interactuar con regiones tales
como el filtro de selectividad y los vestibulos extracelulares (Bancoguis et al., 2014),
por otro lado el protocolo de pre-aplicacion permite que los compuestos interactuen
durante 10 segundos con el canal en un estado estable, cuando los grupos
protonables del canal estan ocupados por iones como el calcio (estado cerrado/no
desensibilizado) (Jasti et al, 2007; Gonzales et al., 2008). Finalmente el protocolo
de aplicacidn sostenida implica la presencia del compuesto antes y durante el pulso
acido, permitiendo con ello que la interaccion del flavonoide con el canal sea mucho
mas prolongada (15 segundos) y se dé antes y durante el proceso de apertura
(Grunder and Push 2015). Estas condiciones de aplicacion representan diferentes
estados en la estructura y perfil electrostatico del canal (Grunder et al., 2010;
Bancoguis et al., 2014), lo cual puede influir directamente en la forma en que este
interactua con los flavonoides y nos ayudan a dilucidar los mecanismos de accion

de los flavonoides sobre los canales.

Los efectos de thalasiolina B sobre la corriente ASIC son distintos acorde con el tipo
de exposicién al farmaco, pudiendo distinguirse un efecto potenciador en el caso de
la subunidad ASIC1b durante la aplicacidén sostenida y una tendencia inhibitoria
sobre la amplitud de la corriente cuando se co-aplica. Esto puede ser explicado de
dos formas distintas. La mas simple es que las diferencias temporales del efecto
dependen unicamente de la Kd de los farmacos, siendo mucho mayor el tiempo de
exposicion del compuesto durante el protocolo de aplicacion sostenida. Otra
explicacion posible para estas diferencias es que los cambios en el pH y la
consecuente activacién de canal se encuentren alterando el sitio de union para los

flavonoides, lo que haria que estas drogas tengan un efecto dependiente de estado.

La subunidades 1b y 1a tienen una gran homologia variando unicamente en el
primer tercio de la proteina, mientras que las dos terceras partes del extremo
carboxilo terminal son idénticas (Lingueglia et al. 2007) por lo que era esperable

encontrar un efecto similar en ambas isoformas, pese a ello los efectos de
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thalasiolina B durante la aplicacién sostenida fueron completamente diferentes, si
bien esto puede parecer extrafio, no es el unico compuesto que produce efectos
contrastantes sobre estas subunidades, ejemplo de ello es la toxina PcTx1, la cual
a la misma concentracion es capaz de inhibir especificamente a la subunidad
ASIC1ay potenciar la corriente al pico de la subunidad ASIC1b, esto se debe a que
aumenta la afinidad del canal por los protones, asi en el caso del ASIC1a el canal
se vuelve tan sensible que a pH normal es capaz de pasar a estado desensibilizado
por lo que al aplicar pH acido el canal es incapaz de responder, por lo que esta
toxina se convierte en un inhibidor especifico para la subunidad ASIC1a (Chen et
al., 2005 y 2006), debido a lo anterior podriamos proponer que el efecto inhibitorio
producido por la thalasiolina B es en algo semejante al de PcTx1, aunque a
diferencia de PcTx1 que es capaz de inhibir toda la corriente thalasiolina B es mucho

menos eficaz.

En cuanto a la inhibicidén producida crisoeriol, sugerimos dos posibles explicaciones,
la primera y mas simple es la oclusion directa del poro desde el lado extracelular de
la membrana en un mecanismo analogo al que se ha propuesto para el efecto del
calcio o la amilorida sobre los ASICs (Adams et al., 1999; Sheng et al., 2001a;
Paukert et al., 2004; Immke & McCleskey, 2003). La segunda esta relacionada con
los resultados obtenidos in silico, proponemos que la unién de este compuesto a la
region por encima de las alfa hélice transmembrana dificulta el cambio
conformacional del canal del estado cerrado-inactivado a abierto produciendo una
inhibicion de la corriente (durante la pre-aplicacién), mientras que la union de este
compuesto al vestibulo central (considerado un “reservorio de cationes” cuya
funcién es atraer los iones para facilitar su paso a través del canal (Grunder et al.,
2010)) durante el estado abierto (co-aplicacion) disminuye la cantidad de cationes
presentes es esta region y con ello la corriente. Por lo cual sugerimos que el efecto
inhibitorio observado durante la aplicacion sostenida se debe a la interaccion del

flavonoide con los dos sitios antes mencionados.
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Implicaciones fisioldgicas y potenciales aplicaciones de flavonoides en patologia

Los canales activados por pH tienen gran relevancia debido a su importante
participacion en procesos fisiolégicos y fisiopatolégicos tales como nocicepcion,
mecanopercepcion, plasticidad sinaptica, desarrollo de la potenciacién a largo
plazo, esclerosis multiple, epilepsia e isquemia cerebral entre otras. (Mercado et al.,
2006; Lingueglia et al., 2007; Lu et al., 2009; Wemmie et al., 2009, Baron y
Lingueglia 2015).

Durante la inflamacion cutanea los valores de pH en la zona afectada caen por
debajo de las condiciones normales, oscilando enrangos de 5.5a 7 (Yu etal., 2015),
lo cual es suficiente para activar a los canales ASIC. Compuestos inhibidores de los
ASIC han demostrado tener un efecto analgésico en modelos animales (e incluso
humanos) de dolor, mientras que aquellos compuestos capaces de activar a estos
canales provocan un comportamiento de dolor, lo cual sustenta el papel de los
ASICs en la transduccién del dolor cutaneo (Wemmie et al., 2013; Jones et al., 2004;
Ugawa et al., 2002; Diochot et al., 2012; Bohlen et al., 2011). Nuestros resultados
proveen informacién suplementaria sobre los flavonoides derivados de Thalassia
testudinum, si bien ya se ha reportado un efecto analgésico de thalasiolina B en
ciertos modelos de dolor (Garateix et al., 2011), la accién inhibitoria de crisoeriol
sobre las corrientes ASIC presentes en nGRD sugiere que también puede ser una

herramienta factible para el estudio de la nocicepcion.

La activacion de los ASIC tiene un papel fundamental en el dafio neuronal mediado
por acidosis. La privacion del flujo sanguineo a nivel cerebral provoca condiciones
de hipoxia que pueden activar a los canales ASIC produciendo una despolarizacion
de la membrana y provocando la entrada de calcio a las neuronas a traves de los
homoémeros ASIC1a, heteromeros ASIC 1a/2b, canales de Ca?* dependientes de
voltaje y receptores NMDA (Xiong et al., 2004; Mari et al., 2010; Gao et al., 2005).
La inyeccidn intracerebroventricular de bloqueadores especificos para ASIC1a
reduce el volumen de infarto inducido por isquemia focal transitoria hasta en un
60%. De manera semejante, estudios realizados en ratones knock-out para la

subunidad ASIC1a, reportan una neuroproteccidn significativa in vivo durante la

70



isquemia cerebral (Xiong y cols. 2004). Ademas de toxinas, se han empleado otro
tipo de componentes naturales con efecto inhibitorio sobre los ASIC para tratar de
disminuir el dafio isquémico, tal es el caso varios compuestos empleados en la
medicina tradicional China (puerarina, sofocarpina y ginsenosido-Rd
ginsenoside-Rd) (Gu et al.,, 2010; Zhang et al.,, 2012). Analisis in silico han
explorado el papel neuroprotector del flavonoide quercetina en la isquemia cerebral
proponiendo una inhibicién sobre las metaloproteinasas de matriz y los canales
ASIC (Pandey et al. 2012).

Recientemente Mukhopadhyay y colaboradores demostraron que la quercetina
inhibe selectivamente a los ASIC debido a su unidn en el vestibulo central del canal,
estos resultados son similares a los que encontramos con el flavonoide crisoeriol, lo
cual tiene sentido dada la similitud estructural entre ambas moléculas. Si bien
nosotros no probamos el efecto de crisoeriol sobre otros canales como P2X, GABA
o NMDA, el nulo efecto de quercetina sobre dichos canales sugiere que crisoeriol
tampoco producira efecto (Mukhopadhyay et al., 2017), no obstante es necesario
probarlo sobre diferentes canales idnicos para asegurar la especificidad de este

flavonoide sobre los canales ASIC.

Por todo lo anterior proponemos que el flavonoide crisoeriol derivado de Thalassia
testudinum es un inhibidor de las corrientes ASIC homo y heteroméricas y su efecto
depende tanto del tipo de corriente ASIC del que se trate, como de la forma en que
el canal es expuesto al farmaco. Todo lo anterior, hace de estas moléculas

herramientas farmacoldgicas validas para el estudio de los ASICs.
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CONCLUSIONES

Crisoeriol 7-O-B-glucopirandsido tiene efecto selectivo sobre la subunidad ASIC1a
en la co-aplicacion, produciendo una ligera inhibicion de la Ipico pero sin alterar

ningun otro parametro de la corriente. No tiene efecto sobre ninguna otra subunidad.

Thalasiolina B tiene un efecto inhibitorio sobre Ipico que es selectivo sobre ASIC1a
y ASIC2a (sin efecto sobre ASIC3). Paraddjicamente tiene un efecto potenciador
sobre la Ipico de ASIC1b.

Crisoeriol tiene un efecto inhibitorio sobre Ipico consistente en todas las

subunidades ASIC en todas las condiciones experimentales de este trabajo.

El efecto maximo de crisoeriol fue sobre la subunidad ASIC2a, con la aplicacion
sostenida inhibid la Ipico 70% con una CI50 de 36 uM.

Con excepcion de crisoeriol, ninguno de los flavonoides estudiados modifico

parametros cinéticos de las corrientes ASIC.

Ni la sensibilidad a pH del ASIC2a ni la inactivacion de estado estable se

modificaron significativamente con el crisoeriol.

El efecto inhibitorio producido por el crisoeriol durante la aplicacion sostenida, puede
deberse a la interaccion de este con la regidn del canal que se encuentra justo por
encima de las alfa hélice transmembranales y la porcion extracelular (analisis in
silico) cuando el canal esta en estado cerrado-desensibilizado en combinacién con
la subsecuente union de crisoeriol al vestibulo central del canal cuando este pasa a

estado abierto.
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