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DEKA . .
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DI Dominio 1
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Ha Receptor a Histamina 4
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Resumen
El farmaco JNJ7777120 es un antihistaminico especifico para el receptor de histamina Ha. Debido

a su potente efecto antiinflamatorio, se ha propuesto el uso de este farmaco para el tratamiento
de enfermedades inflamatorias. Datos no publicados por Sesena y colaboradores muestran que
JNJ7777120 ejerce un efecto inhibitorio en la descarga de neuronas aferentes vestibulares por
una interaccién directa con los canales de sodio voltaje dependiente. Se ha reportado en
experimentos in vivo que, aunado al efecto antiinflamatorio, JNJ7777120 posee un efecto
antihiperalgésico y antinociceptivo (Coruzzi, 2007) y posiblemente produzca un déficit motor
(Hsieh, 2010), que hasta el momento no ha podido ser explicado y atribuido solo al bloqueo del
receptor de histamina Ha. Este efecto podria ser explicado por un bloqueo de los canales de sodio

dependientes de voltaje.

En este trabajo experimental se estudio el efecto de JNJ7777120 en el canal rNay1.4 y la mutante
de sitio de unidn a anestésicos locales (F1579A), expresados en ovocitos de Xenopus laevis
mediante el registro electrofisiolégico con la técnica de fijacion de voltaje de doble
microelectrodo. Se concluye que JNJ7777120 bloquea al canal de sodio a través de una
interaccion con el sitio de union a anestésicos locales y muestra un comportamiento diferente al

de los anestésicos locales.



Introduccion
JNJ7777120 es un farmaco descrito como el primer antagonista selectivo para el receptor de

histamina Hs (Thurmond, 2003; Thurmond, 2004). Fue desarrollado en 2003 por Jablonowski
debido a que no existia una herramienta farmacolégica que permitiera estudiar al receptor de
histamina Ha4, que hasta entonces permanecia desconocida la funcién y los procesos en los que
estaba involucrado dicho receptor (Jablonowski, 2003; Thurmond, 2003; Thurmond, 2004).
IJNJ7777120 resulté ser un potente antiinflamatorio por su efectividad y debido a la baja dosis
(ECs0 7 nM) (Thurmond, 2004) se propuso su uso para tratar distintas enfermedades inflamatorias

e incluso ha demostrado ser superior a los antihistaminicos tradicionales (Dunford, 2007).

Propiedades quimicas de JNJ7777120

El nombre quimico de JNJ7777120 es 1-[(5-cloro-1H-indol-2-carbonil]-4-metilpiperazina y es una
indol-amida: esta conformado por un grupo indol y un grupo piperazina unidos por una cadena
(Figura 1). El grupo indol esta formado por un benceno y un anillo pirrol y le aporta una fraccién
hidréfoba mientras que el grupo piperazina es un anillo hexagonal que contiene 2 dtomos de
nitrégeno en posiciones opuestas en el anillo y le proporciona una fraccion hidrofilica.
JNJ7777120 tiene un coeficiente de liposolubilidad (Log S) de -3.421, pKa de 6.83. A pH de 7.6 el
85.38% se encuentra en su forma terciaria, es decir, no protonada y el 14.62% en su forma

cuaternaria o protonada (Chemicalize.com, 2017).

Cl ®)

Figura 1. Estructura quimica de JNJ7777120.

Mecanismo de accién
JNJ7777120 posee una alta selectividad por el receptor Ha, la cual es mil veces mayor que la que

tiene por los receptores Hi, Hy y Hs. El receptor Hs es expresado en las células con linaje
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hematopoyético (Oda & Morikawa, 2000; Liu & Ma, 2001); especificamente se ha observado en
eosindfilos, células T, células dendriticas, basdfilos y principalmente mastocitos (Liu & Ma, 2001;
O’Relly et al., 2012). Existen reportes de que existe expresion del receptor Hs en el sistema
nervioso central (SNC) y en células dorsales de la raiz del ganglio (DRG) (Connely & Shenton, 2009;

Cogé & Guénin, 2001; Liu & Ma, 2001).

El receptor de histamina Hs al ser activado por la histamina, induce una entrada de calcio y
quimiotaxis en mastocitos (Thurmond, 2004) asi como la liberacién de granulos. En eosindfilos, el
receptor Hs modula cambios en el citoesqueleto, quimiotaxis y la expresidn de moléculas de
adhesioén celular (Varga, 2005; Coruzzi, 2007). JNJ7777120 al unirse al receptor de histamina Ha
bloguea la entrada de calcio inducida y la quimiotaxis; adicionalmente puede bloquear la
migracion de mastocitos y bloquear la infiltracion de neutréfilos en modelos de peritonitis
inducida por zimosan (Thurmond, 2003; Thurmond, 2004). JNJ7777120 posee un potente efecto
antiinflamatorio y se ha demostrado tanto in vitro como in vivo su eficacia (Coruzzi, 2007; Hsieh,
2010; Thurmond, 2004), por lo que se ha propuesto el uso de IJNJ7777120 para tratar
enfermedades donde existe un incremento de mastocitos y la presencia del receptor Hs tales
como asma, rinitis, artritis reumatoide, psoriasis y algunas enfermedades cardiovasculares, entre

otras (Hsieh, 2010; Thurmond, 2004; Varga, 2005).

JNJ7777120 es capaz de cruzar la barrera hematoencefidlica (Dunford, 2007; Hsieh, 2010) y se ha
observado que tiene una mayor afinidad hacia el SNC, posiblemente por una unién inespecifica

en tejidos del SNC (Hsieh, 2010).

En 2007, Coruzzi et al. reportaron que JNJ7777120 atenua significativamente la respuesta
hiperalgésica a estimulos térmicos (respuesta mediada por mastocitos) (Coruzzi, 2007); y hasta el
momento, se desconoce el mecanismo por el que se produce la antinocicepcion mediada por
IJNJ7777120 y se sugiere que puede ser atribuida al efecto antiinflamatorio por el bloqueo del
receptor a histamina Has (Coruzzi, 2007; Hsieh, 2010). Hsieh et al. realizaron estudios para
demostrar que el aumento de la latencia y el umbral al dolor en ratas frente a estimulos térmicos

por la administracion de JNJ7777120 no se debia a un mal funcionamiento motor; sus resultados



no son concluyentes y argumentan que JNJ7777120 si podria producir déficits motores (Hsieh,

2010).

En datos no publicados por Sesefia et al. descubrieron que JNJ7777120 inhibe |la descarga de
potenciales de accion en neuronas aferentes vestibulares. Este efecto no era posible de explicar
mediante el bloqueo del receptor de histamina Hs debido a que al utilizar GDP-B-S, un inhibidor
de proteinas G y la pipeta de registro con solucidn cero GTP, el efecto inhibitorio de JNJ7777120
se mantenia. Por lo que, decidieron estudiar las corrientes transientes (Inat) y persistentes (Inap)
de sodio (que intervienen en la generacién del potencial de accién). Observaron que JNJ7777120
inhibe a Inat € Inap cON UN mecanismo independiente de proteinas G, ademas observaron que el
uso de VUF8430, un agonista especifico para el receptor de histamina Hs no modificaba de
manera significativa las corrientes de sodio. Estos resultados sugirieron que JNJ7777120 podria
interactuar con los canales de sodio voltaje dependiente. El déficit motor y la antinocicepcion
mediados por JNJ7777120 podrian ser explicados a través del bloqueo de canales de sodio voltaje

dependientes al actuar como un anestésico local.

Anestésicos locales

Los anestésicos locales son un grupo de farmacos que causan de manera reversible la ausencia
de dolor. Los anestésicos locales bloquean al canal de sodio voltaje dependiente e impiden la
despolarizacién de las células provocando que no se lleve a cabo el potencial de accién (Catterall
& Mackie, 2012; Strichartz & Ritchie, 1987). Dependiendo de la localizacién de su administracion,
los anestésicos locales pueden bloquear vias nerviosas especificas o provocar paralisis debido a
la pérdida de potencia muscular. Estos fdrmacos pueden unirse a otras proteinas de membrana
(Butterworth & Strichartz, 1990). En particular, pueden bloquear los canales de potasio, pero para

ello es necesario mayores concentraciones de farmaco (Strichartz & Ritchie, 1987).

Propiedades quimicas y relacién estructura-actividad

Los anestésicos locales estdn conformados por una fraccidn hidréfilica y una hidréfoba que se
encuentran separadas por una ligadura de éster o amida intermedia (Figura 2). El grupo hidroéfilo
es una amina terciaria o secundaria mientras que la porcién hidréfoba debe ser aromatica. El

grupo de enlace que une las dos fracciones determina algunas de las propiedades farmacoldgicas



de los anestésicos locales, por ejemplo, si poseen un grupo amida son metabolizados en el higado
(Becker, 2006). La fraccién hidréfoba incrementa la potencia, asi como la duracién de la accién
de los anestésicos locales (Becker, 2006; Catterall & Mackie, 2012; Courtney & Strichartz, 1987;
Scholz, 2002). El tamafio molecular influye en la velocidad de disociacidn; las moléculas mas
pequefias del farmaco pueden escapar del sitio receptor con mayor rapidez (Catteral & Mackie,

2012; Kaczmarski & Corry, 2014; Smith & Corry, 2016).
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Figura 2. Férmulas estructurales de algunos anestésicos locales utilizados clinica y experimentalmente. Los
anestésicos locales estan conformados por tres estructuras importantes; el grupo amino y un anillo aromatico que
se encuentra unido al grupo amino por medio de una cadena intermedia. Figura tomada de Catterall & Mackie, 2012.

Mecanismo de accion de los anestésicos locales

Todos los anestésicos locales provocan un bloqueo tdnico y fasico. El bloqueo ténico ocurre sobre
corrientes obtenidas a partir de despolarizaciones a bajas frecuencias, por lo que la mayoria de
canales se encuentran en el estado de reposo. El bloqueo fasico (denominado "dependiente de

frecuencia"), ocurre sobre corrientes obtenidas mediante despolarizaciones cortas (1-5 ms) a



altas frecuencias, en donde el lapso de tiempo entre pulsos no es suficiente para la recuperacién
de los canales, por lo que una gran proporcion de canales se encuentran en estado inactivado y

el canal “acumula inactivacién” (rundown) (Golan et al., 2008; Olschewski et al., 1998).

Fozzard, en 2011 menciona que los anestésicos locales a nivel electrofisiolégico poseen tres
caracteristicas principales (Fozzard, 2011; Tikhonov, 2017). La primera caracteristica es la baja
afinidad del anestésico local por el estado en reposo del canal de sodio (bloqueo ténico), lo que
requiere el uso de concentraciones en el rango milimolar. En la segunda caracteristica, el
anestésico local genera un bloqueo instantdneo del canal a través del filtro de selectividad, para
observar esta caracteristica es necesario abrir el canal con batracotoxina (Strichartz, 1990). La
tercera caracteristica es un bloqueo de alta afinidad de los anestésicos locales por los estados
abierto e inactivado del canal, el cual es dependiente de voltaje (Fozzard, 2011; Sheets et al.,

2010; Tikhonov, 2017).

El bloqueo de alta afinidad es explicado por la “hipétesis del receptor modulado” propuesto
inicialmente por Hille (Wang & Strichartz, 2012; Hille, 1977; Hille, 2001). Esta hipdtesis propone
que la alta afinidad de los anestésicos locales depende de la modificacién conformacional del
canal de sodio que ocurre durante la transicion del estado cerrado al abierto y de éste al
inactivado exponiendo el sitio de unidn a los anestésicos locales. Esto implica un mecanismo de
union ligando-receptor de tipo “ajuste inducido” (induced-fit), provocado por la despolarizacién
de la membrana. Adema3s, esta hipdtesis implica que, los anestésicos locales estabilizan el estado
inactivado, “atrapando” al canal en dicho estado durante pulsos repetitivos (Butterworth &

Strichartz, 1990; Catteral & Mackie, 2012; Courtney & Strichartz, 1987; Wang et al., 2012).

Se ha observado que el segmento S6 (particularmente de los dominios DI, DIll y DIV) de los canales
de sodio son cruciales para la apertura y la inactivacién répida y lenta del canal (Fozzard, 2011;
Wang & Strichartz, 2012; Hille, 1977; Hille, 2001). La fenilalanina en la posicién 1762 (S6DIV) en
Nav1.2 (F1579 en Nay1.4) es fundamental para la inactivacién rapida del canal (McPhee et al.,
1995; Wang & Strichartz, 2012) y es el principal aminodacido en el sitio de unién a anestésicos
locales. El grupo de Catterall realizé mutaciones puntuales en el segmento S6 de cada aminoacido

por alanina y observaron que al mutar la fenilalanina el bloqueo por anestésicos locales se perdia,



también mostrd que una tirosina es importante para la union del farmaco al sitio (Fozzard, 2011;
McPhee et al., 1995; Wang & Strichartz, 2012; Ragsdale & McPhee, 1994; Yarov-Yarovoy &
McPhee, 2002).

Dependencia de la frecuencia de los anestésicos locales

Las propiedades de los anestésicos locales estan en funcion de su pKa, liposolubilidad, y su
tamafio molecular. En general, la dependencia de la frecuencia estd determinada
fundamentalmente por la velocidad de disociacién de su sitio de unién. La disociacién de los
farmacos mds pequeiios y mas hidréfobos es mas rapida, de modo que se requiere una alta
frecuencia de estimulacién para producir un bloqueo dependiente de la frecuencia (Catterall &

Makie, 2012).

Efecto del pH

Los anestésicos locales, por ser aminas sin carga eléctrica (no protonadas), tienden a ser sélo
ligeramente solubles en agua por lo que son presentadas como sal hidrocloruro para hacerlas
solubles en agua. Debido a que los anestésicos locales son bases débiles (pKa > 7.4 siendo los
valores caracteristicos entre 8 y 9), sus clorhidratos son levemente acidos (Becker, 2006; Catterall
& Mackie, 2012). Esta propiedad incrementa la estabilidad de los anestésicos locales tipo éster y
de las catecolaminas que se agregan como vasoconstrictores. A un pH igual al pKa de la base
protonada, las formas ionizadas y no ionizadas de los anestésicos se encontraran en cantidades
equimolares. La base no protonada difunde facilmente a través de la membrana celular mientras
gue la forma protonada no. Aunque se requieren especies no protonadas de anestésicos locales
para su difusién a través de las membranas celulares, las especies catidnicas o protonadas
interactian de manera preferencial con los canales de sodio voltaje dependiente en el sitio de
union a anestésicos locales (Catterall & Mackie, 2012; Ritchie, 1966; Tikhonov, 2017). En
experimentos sobre fibras amielinicas de mamifero anestesiado, la conduccién se bloquea o
desbloquea ajustando el pH del medio extracelular a 7.2 o 9.6, respectivamente, sin alterar la
cantidad de anestésico presente; esto se debe a que, al cambiar el pH, aumenta o disminuye la
proporcién de moléculas ionizadas y, por tanto, pueden cruzar o no la membrana celular (Ritchie,
1966). Narahashiy Frazier hallaron también con claridad la funcién primaria de la forma catiénica

perfundiendo la superficie extracelular y axoplasmica del axén del calamar gigante con
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anestésicos locales de aminas terciarias y cuaternarias y encontraron que las aminas cuaternarias
eran activas (Catterall & Mackie, 2012; Narahashi & Frazier, 1971). Sin embargo, las formas
moleculares no protonadas poseen cierta actividad anestésica (Butterworth & Strichartz, 1990;
Catterall & Mackie, 2012). Las publicaciones mas recientes indican que los anestésicos locales
cuaternarios como QX-314 llegan hasta la superficie citoplasmatica de la membrana neuronal a
través de canales receptores de potenciales transitorios subtipo vaniloide 1 (TRPV1) (Butterworth
& Oxford, 2009). Los canales TRPV, y quiza otros canales idnicos, al parecer pierden su selectividad
y permiten el paso de moléculas similares a QX-314 en el contexto de una activacion prolongada

o intensa.

Relacion entre JNJ7777120 y anestésicos locales

La estructura quimica de JNJ7777120 es similar a la estructura quimica de los anestésicos locales,
ya que estd conformado por una seccién aromatica que se encuentra unido al grupo amino por
una cadena intermedia. En la terapéutica, los anestésicos locales en individuos que muestran una
hipersensibilidad pueden ser sustituidos por antihistaminicos (Murdoch & Greene, 1981; Smith &
Peterson, 1999; Yon et al., 2000) tal es el caso del uso de la difenhidramina para pacientes

alérgicos a la lidocaina (Smith & Peterson, 1999; Yon et al., 2000).

A un pH de 7.6 es posible encontrar a INJ7777120 en dos diferentes estados conformacionales.
Idealmente, los anestésicos locales tienes un valor de pKa similar al pH fisioldgico y de esta forma
encontrarse en proporcién similar la cantidad de farmaco ionizado y no ionizado (Catterall &
Makie, 2006). Esto no se cumple con JNJ7777120, el 85.38% estd en su forma no protonada. En
el restante 14.62%, el nitrogeno de la posicién 2 de la metilpiperazina se encuentra en estado

cuaternario, es decir, en su estado ionizado (Figura 3 y Figura 4) (Chemicalize.com, 2017).
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Figura 3. Comparacion de la estructura quimica y mapa electrostatico de JNJ7777120 y del anestésico local lidocaina.
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JNJ7777120 a pH de 7.6 y su proporcion. Imagen adaptada de Chemicalize.com, 2017.



Canal de sodio voltaje dependiente

Los canales de sodio voltaje dependientes (Nay) son un grupo de proteinas que permiten el paso
de iones sodio a través de la membrana. Como su nombre lo indica, la actividad de estos canales

es modulada por los cambios de voltaje en el potencial de la membrana celular.

Los Nav comprenden una familia de nueve subfamilias de canales. La familia esta compuesta por
nueve genes que derivan en nueve proteinas distintas (Nav1.1 - Nav1.9) y una nueva subfamilia
llamada NavX (Catterall, 2012). Las isoformas del canal de sodio voltaje dependiente de mamifero
que se han identificado poseen una homologia o porcentaje de identidad mayor al 50% de su
secuencia de aminodcidos (Figura 5) (Catterall, 2015). Las diferentes isoformas difieren en: a)
expresion ontogénica y regional y b) sus caracteristicas electrofisioldgicas. En la Tabla 1 se
representan las nueve isoformas que son voltaje dependiente, su gen, expresion y sensibilidad a
tetrodotoxina (TTX). En el sistema nervioso central (SNC) los principales canales de sodio voltaje
dependientes son del Nav1.1 al Navl.3, para el sistema nervioso periférico (SNP) del Nav1.7 al
Nav1.9 mientras que el Nav1.6 se expresa tanto en el SNC y como en el SNP. En el musculo
esquelético el principal canal es el Navl.4 mientras que en el musculo cardiaco es el Navl.5
(Catteral, 2005; Goldin, 1999). El NavX no es voltaje dependiente y se considera que actla como
sensor de sodio (Catterall, 2012). Pequefios cambios en las propiedades de isoformas especificas
pueden resultar en enfermedades humanas que afectan al musculo esqueléticos y al sistema
nervioso (Catterall, Goldin & Waxman, 2005; Catterall, 2012).

_|: rNa,1.1

rNa,1.2
] —1Na,1.3
rNa,1.7
rNa,1.4
rNa,1.6
rNa,1.5
rNay1.8
rNay1.9

| | | T s e
25 20 15 10 5 0

Diferencia en |la secuencia de aminoacidos (%)

Figura 5. Diferencia en la secuencia de aminodcidos de las subunidades a de los canales de sodios voltaje
dependientes de rata (rNav1.1 - rNav1.9). Figura modificada de Goldin, 2000.



Tabla 1. Familia de canales de sodio voltaje dependientes

Subunidad a Gen Expresion TTX ECso

Sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso periférico (SNP),
Navl.1 SCN1A 6 nM
células de la raiz del ganglio dorsal (DRG) y tubulos T en miocitos.

Nav1.2 SCN2A SNC, axones amielinicos y premielinicos 12 nM
Nav1.3 SCN3A SNC, embrional y miocitos cardiacos 4 nM
Nav1.4 SCN4A Musculo esquelético 5nM
Miocitos cardiacos, musculo inmaduro o denervado y algunas 2-6 M
Nav1.5 SCN5A
neuronas del SNC. Resistente

SNC (hipocampo, células Purkinje, astrocitos), SNP, células DRG y
Nav1.6 SCN8A 1nM
Schwann, tubulos T en miocitos.

Todo tipo de neuronas DRG y simpaticas, células de Schwann vy
Navl.7 SCN9A 4 nM
neuroendocrinas.

60 mM
Nav1.8 SCN10A Células DRG, corazén humano y neuronas intracardiacas.

Resist.

40 mM
Nav1.9 SCN11A Neuronas tipo C en células DRG (Nocicepcidn)

Resistente

Nota. Se presenta el gen, distribucion y sensibilidad a tetrodotoxina (TTX). Modificado de Savio-Galimberti, 2012.

Estructura y funcion del canal de sodio voltaje dependiente

Todas las subfamilias del canal de sodio voltaje dependiente comparten una estructura en comun,
un complejo proteico conformado por una subunidad a y subunidades B (B1 — B4) (Catterall, 2005;
2015; Goldin, 1999; Goldin, 2001). La subunidad a forma el poro del canal y por si sola es funcional
mientras que la subunidad B modifica las caracteristicas cinéticas de la subunidad a (Egri et al.,

2012).
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Subunidad a

La subunidad a es la subunidad principal del canal de sodio voltaje dependiente, tiene un peso de
~ 260 kDa. La secuencia de aminodcidos de esta subunidad revela una estructura comun a todos
los canales de sodio activados por voltaje (Figura 6). La subunidad a es una proteina
heterotetramera con cuatro dominios heterélogos (DI — DIV), cada uno de estos contienen seis
segmentos transmembranales a-hélice (S1 — S6) compuestos de 19 a 27 residuos. Cada segmento
estd conectado con el otro por secuencias de aminodcidos no conservadas e hidrofilicas. El
segmento S5 y el S6 de cada dominio da lugar a las paredes del poro y las asas que conectan
ambos segmentos, llamada asa-P, forman el filtro de selectividad. El cuarto segmento (S4) de cada
dominio es considerado el sensor de voltaje, ya que se encuentra cargado positivamente debido
a la presencia de argininas o lisinas localizadas cada tres aminoacidos, siendo esta relacién
altamente conservada (Catterall, 2012). Los extremos amino y carboxilo terminal del canal estan
localizados de manera intracelular y las asas que conectan los interdominios se localizan en la
superficie citoplasmatica; las asas que conectan los dominios de DI a DIl y los dominios de DIl a
DIIl son mas largas que las que conectan los dominios de Dlll a DIV. El asa intracelular que conecta
DIl con DIV sirve como compuerta de inactivacidén bloqueando al poro del canal desde el interior

durante una despolarizacion de la membrana (Catterall, 2002).

subunidad B, subunidad o subunidad 3,
I [ I I

HN
’ | [ 11—V

H,N*

Extracelular

Membrana
7 Intracelular
00C COO- "COO
inactivacion
H,N*

Figura 6. Representacién esquematica del canal de sodio voltaje dependiente. La subunidad a es ilustrada con las
subunidades B1 y B2. Los segmentos S5 y S6 (en verde) conforman la pared del canal y el segmento S4 (en amarillo)
es el sensor de voltaje. Figura adaptada de Catterall & Mackie, 2012.
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En células procariontes, se han descrito canales de sodio voltaje dependientes (BacNay) que son
homotetrameros y andlogos en estructura a los canales de sodio de mamifero (Ren, 2001;
Catterall, 2015; Alern, 2016). En 2011, Catterall y colaboradores lograron cristalizar por primera
vez el canal de sodio voltaje dependiente de Arcobacter butzleri (NayAb) en una conformacion de
poro cerrado con una resolucién de 2.7 A (Payandeh et al., 2012, O'Reilly et al., 2012) lo cual
ayudo a esclarecer la estructura del canal de sodio. A partir de la estructura cristalizada del canal
NavAb, el grupo de O’Reilly generaron un modelo in silico por homologia del canal de sodio de
humano Nay1.5. El canal de sodio consiste en una parte estrecha en forma de campana de 65 A
de diametro que corresponde al 24% del volumen total, que se ensancha en forma de cuadrado
hacia la parte inferior con 135 A de altura y 100 A de longitud a los lados (Richard, 1991; Sato et
al., 2001).

Filtro de selectividad

Los canales de sodio son altamente selectivos para la entrada de sodio con una razéon de
permeabilidad al potasio menor a 0.1 con respecto a la permeabilidad al sodio (Lipkinf & Fozzard,
2008). La selectividad por el ion Na* esta determinada por cuatro aminoacidos bien conservados
en cada dominio: I-acido aspartico (Asp o D), lI-glutamato (Glu o E), lll-lisina (Lys o K) y IV-alanina
(Ala o A). Estos forman un anillo interno estrecho conocido como el motivo DEKA o anillo DEKA
(Lipkinf & Fozzard, 2008). A medida que el ion sodio hidratado pasa a través del filtro de
selectividad, interactua principalmente con los dos grupos de oxigeno del glutamato. Durante
este proceso, los residuos del anillo DEKA forman enlaces de hidrégeno e interacciones de Van
de Waals. El ion potasio no es capaz de atravesar el canal facilmente debido a que forma una
interaccion débil con el glutamato y es repelido fuertemente por la lisina a diferencia del sodio
gue es atraido por la lisina. Si se realiza una sustitucion de la lisina del anillo DEKA por glutamato
(K1422E) o la alanina por glutamato (A1714E), se cambia la selectividad del canal de sodio y

permite el paso de potasio y calcio (Heinemann et al., 1992; Peters & Ruben, 2014).

Subunidad 8
La subunidad B es la subunidad accesoria del canal de sodio voltaje dependiente, posee un peso
entre 30 y 36 kDa. Forma una familia con cinco isoformas (B1, B1a, B2, B3, Ba), que son codificadas

por los genes SCN1B, SCN2B, SCN3B y SCN4B (Catterall, 2015). La organizacion estructural de la
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subunidad B comprende un dominio amino terminal extracelular inmunoglobulinico, un
segmento transmembranal y un dominio carboxilo terminal intracelular. El dominio intracelular
es mas corto que el extracelular. Las subunidades f modulan la actividad cinética de la subunidad
a incluyendo una inactivacidén rapida y un cambio en la dependencia de voltaje de la inactivacion
de estado estable a valores negativos (Isom, 1992; Catterall, 2002). Otras funciones en las que se
encuentran involucradas son la mediacién de procesos de sefalizacion que regulan la
excitabilidad eléctrica de la célula, adhesion celular, migracién, transito molecular y transcripcion

de la subunidad a (Brackenbury e Isom, 2011).

Modulacién farmacoldgica de la subunidad B1.

La afinidad y eficacia de algunos inhibidores de los canales de sodio son alterados por los niveles
de expresion de la subunidad B1 (Uebachs et al., 2005; Wilson et al., 2011). Algunos experimentos
sugieren que B1 modifica no sdlo las propiedades biofisicas del canal de sodio, también modifica
sus propiedades farmacoldgicas, en especifico la respuesta a anticonvulsivos. Se ha observado
que la mutacion C121W en B4, asociada a epilepsia generalizada con episodios febriles en el gen
SCN1B, reduce el bloqueo inducido por fenitoina en células que expresan el canal Nay1.3 (Lucas
et al., 2005). Estudios en ratones knock-out de SCN1B, indican que la sensibilidad del canal de
sodio a carbamazepina es dependiente de la presencia de Bi (Uebachs et al.,, 2010). La
coexpresion de la subunidad B1 con el canal Nay1.6 modula la accién de insecticidas piretroides
como teflutrina, confiriendo una mayor sensibilidad al componente dependiente de uso que este

insecticida ejerce en el canal Nay1.6 (Tan et al., 2011).

Cinética del canal de sodio voltaje dependiente

Los canales de sodio voltaje dependientes pueden ser encontrados en tres estados principales:
cerrado, abierto e inactivado (Catterall & Mackie, 2012). El estado abierto es el Unico estado
conductor debido a que el canal permite el flujo de iones sodio mientras que el estado cerrado e
inactivado, son estados no conductores. Cuando la membrana celular se encuentra en
condiciones de reposo, los canales de sodio voltaje dependiente permanecen cerrados e impiden
el paso de iones. Cuando se da una despolarizacion, los sensores de voltaje se ven afectados por
el campo eléctrico de la membrana celular y comienzan a moverse a la posicién activada. Una vez

gue los cuatro segmentos S4 se encuentran en la posicion activada, los canales de sodio se abren.
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La apertura del canal de sodio dura de 2 a 5 ms debido a que una vez que se abre el canal inicia
el proceso de la inactivacidn. La inactivacion consiste en la oclusién del poro intracelular
producido por la particula de inactivacion. En el estado inactivado, el canal permanece abierto,
pero no es conductor. La recuperacion de la inactivacién ocurre una vez que la membrana se

repolariza y la particula de inactivacion deja de bloquear al poro (Figura 7).

A. Canal cerrado B. Canal abierto C. Canal inactivado

DIII

DIV DI
Extracelular +++ + PRy —-——— ——==
Activacion Inactivacion W
Membrana — _—
celular — ———— ﬁ ? ?? ? ?
Desactivacion Recuperacion de
Intracelular ---- === ++++ lainactivacion [ 4 i

Compuerta de
inactivacion

Figura 7. Estados del canal de sodio voltaje dependiente. Se muestra de manera representativa los dominios DII, DIlI
y DIV de la subunidad a, en gris obscuro la particula de inactivacién y en gris claro la compuerta de activacion. Figura
modificada y adaptada de Lehmann-Horn & Jurkatt-Rot, 1999.

Corriente de sodio (Ina)

Las corrientes de sodio (Ina) fueron de las primeras corrientes iénicas registradas. En 1952 la
corriente de sodio fue descrita por primera vez en el axdn gigante de calamar por Hodgkin y
Huxley. Con técnicas de fijacidn de voltaje encontraron y demostraron los procesos elementales
del mecanismo de compuerta y la permeabilidad del canal de sodio estableciendo las tres

caracteristicas basicas de dicho canal:

1. Activacién dependiente de voltaje
2. Inactivacion rapida

3. Conductancia idnica selectiva (Hodgkin & Huxley, 1952; Catteral 2012).

En soluciones fisioldgicas, la corriente de sodio generada por el canal de sodio voltaje
dependiente es una corriente entrante que se activa aproximadamente a -40 mV alcanzando su
pico maximo alrededor de -20 mV en menos de 1 ms e invierte la corriente a un voltaje de +50

mV. La inactivacién de sodio esta formada por dos componentes, uno rapido y otro lento.
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Canal de sodio Na,1.4

El Nay1.4 es un subtipo de canal de sodio voltaje dependiente, es la isoforma principal de musculo
esquelético y es expresado en niveles bajos en musculo esquelético neonatal (Barchi, 1983;
Catterall, 2012). Su funcidn fisioldgica es controlar la excitabilidad de las fibras musculares al
iniciar el potencial de accion. Mutaciones en este canal pueden causar paralisis periddica
hipercalémica, paramiotonia congénita y miotonias agravadas por potasio (Catterall et al., 2005).
El Nay1.4 es el canal de sodio voltaje dependiente mas estudiado, se conoce la cinética del canal
expresado en células de ovario de hamster chino (CHO) y en ovocitos de la rana Xenopus laevis,
asi como la farmacologia bdsica de este canal (Catterall et al., 2005) y sirve de control en el estudio

de la cinética de una gran gama de canales de sodio voltaje dependientes.

Farmacologia del canal de sodio voltaje dependiente

En la actualidad, la cinética del canal de sodio voltaje dependiente se entiende gracias a la
comprensién farmacolégica que se posee del canal ante diversas sustancias que han servido para
estudiar las propiedades cinéticas, asi como sus caracteristicas estructurales. La tetrodotoxina
(TTX) y la saxitoxina (STX) tienen un efecto bloqueador muy potente y especifico en comparacién
con otros farmacos como los anestésicos locales. El uso de la TTX y la STX han permitido Ia
determinacion del filtro de selectividad, asi como el vestibulo externo del canal a través del
bloqueo del anillo DEKA mediante la unién de la TTX y la STX a la boca externa del canal. La
sensibilidad de las distintas isoformas de los canales de sodio voltaje dependiente por la TTX
permite dividirlos y clasificarlos farmacolégicamente en sensibles y resistentes a la TTX (Tabla 1).
Para bloquear a los canales sensibles a la TTX se requiere de concentraciones nanomolares
mientras que, en los resistentes, es necesario usar concentraciones en el orden micromolar. El
canal Nay1.4 es sensible a la TTX debido a que es necesaria una concentracion de 5 nM para

reducir en un 50 % la corriente (Hille, 2001, Mantengazza et al., 2010; Catterall, 2005).
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Justificacion
El farmaco JNJ7777120 es un antihistaminico especifico del receptor de histamina H4. Debido a
su potencia, este farmaco se ha propuesto para el tratamiento de enfermedades inflamatorias

como el prurito, asma y enfermedades mediadas por células del sistema inmune (Dunford, 2007;

Thurmond, 2004).

Sesefia y colaboradores demostraron que JNJ7777120 ejerce un efecto inhibitorio en la descarga
de neuronas aferentes vestibulares a través de la interaccion directa con los canales de sodio
voltaje dependiente. Recientemente, se ha reportado en experimentos in vivo que, aunado al
efecto antiinflamatorio, JNJ7777120 posee un efecto antihiperalgésico y antinociceptivo (Coruzzi,
2007), y posiblemente produzca un déficit motor (Hsieh, 2010). Los autores sugieren que dicho
déficit no puede ser atribuido exclusivamente al bloqueo del receptor Hs y hasta el momento no
se ha explicado. Estos efectos podrian ser consecuencia del bloqueo de canales de sodio voltaje
dependientes. Ademas, debido a la similitud estructural de JNJ7777120 con los anestésicos

locales, este fdrmaco podria compartir su sitio de unién.

Con base a lo anterior y con el fin de esclarecer el efecto de JNJ7777120 sobre los canales de
sodio, se propone estudiar la cinética del canal rNay1.4 y su mutante del sitio de unidén a
anestésicos locales (F1579A), en presencia de JNJ7777120, expresados en ovocitos de Xenopus
laevis mediante el registro electrofisiolégico con la técnica de fijacién de voltaje de doble

microelectrodo.
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Hipotesis
JNJ7777120 modula las corrientes generadas por los canales rNay1.4 a través de su interacciéon

con el sitio de unidn a anestésicos locales.

Objetivos

Objetivo general
Caracterizar los efectos electrofisiolégicos del farmaco JNJ7777120 sobre la cinética del canal de

sodio voltaje dependiente rNay1.4 coexpresada con la subunidad B1 en ovocitos de la rana

Xenopus laevis.

Objetivos particulares
e Realizar una curva dosis-efecto para determinar la ECso del farmaco JNJ7777120.

e Caracterizar los efectos de JNJ7777120 en la relacion corriente contra voltaje, en la curva
de inactivacién de estado estable y conductancia, la recuperacién de la inactivacidon y la
dependencia de uso y frecuencia del canal rNa,1.4 + B1.

e Determinar el sitio de unidon de JNJ7777120 en el canal de sodio rNa,1.4.
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Materiales y métodos

Farmacos

-JNJ7777120 (Sigma Chemical Co. S. Louis, MO).
-Lidocaina (Sigma Chemical Co. S. Louis, MO).

Modelo

La rana Xenopus laevis es una especie originaria de Sudafrica, su produccion de ovocitos tiene la
particularidad de ser un proceso continuo y asincrénico. Los ovocitos se pueden encontrar en seis
diferentes estadios numerados del | al VI (Dumont, 1972). Tienen dos hemisferios claramente
delimitados, el hemisferio oscuro es conocido como polo animal, y el blanco como polo vegetal.
Los ovocitos maduros (estadios V y VI) son células con un tamafno de aproximado de 1 mm de
didmetro, poseen un volumen interno cercano a 1 ul. Los ovocitos de Xenopus laevis se utilizan
para estudios de expresion funcional debido a que su tamafio permite microinyectarlos con
ARNm o ADN y manejarlos individualmente. Adicionalmente, la expresién heterdloga de canales
idnicos, receptores y transportadores en ovocitos de Xenopus laevis y la aplicacién de registro de
doble microelectrodo han llegado a ser una técnica estandar para el estudio de estructura,

funcién y modulacién de los mismos.

Soluciones

a) Solucion OR-2 (en mM): NaCl 82.5; KCI 2.5; MgCl; 1; HEPES 5.

b) Soluciéon ND-96 (en mM): NaCl 96; KCl 2.5; MgCl, 1; CaCl, 1.8; HEPES 5, acido piruvico 5;
teofilina 0.5; gentamicina 50 pug/ml. pH 7.6.

c) Solucién para registro (en mM): NaCl 96; KCI 2.5; MgCl, 1, BaCl, 1, HEPES 5. pH 7.6.

d) Soluciones con JNJ7777120: JNJ7777120 disuelta en solucidn para registro y se ajusté el pH a
7.6.

e) Soluciones con lidocaina: lidocaina disuelta en solucién para registro y se ajusté el pH a 7.6.

Metodologia para obtencion de ovocitos

Anestesia
Se selecciond una rana Xenopus laevis (Xenopus 1; Ann Arbor, MI. USA), fue anestesiada por

inmersién (30 minutos) en una solucidn al 0.2 % de acido-3-amino-benzoico-etil-ester (Tricaina;
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Sigma Chemical Co. S. Louis, MO), posteriormente se sometid a una cirugia abdominal para

remover ldbulos ovaricos, en donde se encuentran contenidos los ovocitos.

Cirugia

Se realizd una pequeiia incision de aproximadamente 5 mm en el abdomen y se removieron
secciones de los lébulos ovaricos cortando porciones pequeias. Se colocaron las porciones en
una caja de Petri que contenia solucion OR-2. Durante la cirugia, la rana estuvo sobre un
refrigerante congelante con el propdsito de que se mantuviera la rana anestesiada por el frio. La

rana se mantuvo hidratada en todo momento durante la cirugia.

Proceso enzimatico

Los Iébulos ovdricos se colocaron en un tubo de ensayo con colagenasa (Colagenasa tipo 1A;
Sigma Chemical Co. S. Louis, MO) a una concentracion de 1.4 mg/mL disuelta en solucién OR-2.
Se realizaron tres periodos de agitacién mecdnica, dos periodos de 30 minutos y uno de tiempo
variable. Entre cada periodo se realizé un lavado (utilizando solucién OR-2) y se cambié la solucién
enzimatica. Posterior a la digestién enzimatica y mecanica, los ovocitos se colocaron en una caja
de Petri que contenia solucién ND-96. Los ovocitos se dejaron reposar de 12 a 18 horas antes de

su manejo y seleccion.

Seleccién de ovocitos

Se seleccionaron sélo los ovocitos que cumplieron con las siguientes caracteristicas: una forma
esférica bien definida con una divisién clara entre ambos polos (animal y vegetal), un didmetro
aproximado de 1 mm (didmetro correspondiente a los estadios V y VI). Se seleccionaron grupos

de 40 a 60 ovocitos para la transfeccion.

Metodologia para expresion de canales de sodio

Inyeccion de ovocitos

Para la micro-inyeccién se empled un microinyector automdtico (Nanoliter 2000 Pump-head y
Micto4dTM pump controller, WPI, Sarasota, FL. USA). Los ovocitos seleccionados fueron
inyectados con el ADNc que codifica para la subunidad a del canal rNav1.4 y el ADNc que codifica
para la subunidad Bi (proporcién 1.5:1.5:2). Posteriormente, los ovocitos se incubaron en

solucién ND-96 durante un periodo de 18 a 30 horas hasta el momento de su registro. El
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porcentaje de expresidn de los canales voltajes dependientes de los ovocitos se evalué de manera

directa, sometiendo a registro electrofisioldgico a cada ovocito.

Metodologia para el registro electrofisiolégico

Los registros de fijacion de voltaje se desarrollaron en ovocitos después de post-inyeccién a
temperatura ambiente (22—23°C) utilizando la técnica de fijacién de voltaje con 2 microelectrodos
(Kaplan, 2001); para el registro de la corriente de sodio (Ina), se utilizé un amplificador Warner
OC-725C (Warner Instrument Corp., Hamden, CT. USA) comandado mediante el programa
pClamp 10.2 (Axon Instrument, Union City, CA, USA). Los electrodos (TW120F-6, WPI, Sarasota,

FL, USA) se llenaron con KCI 3 M, teniendo una resistencia final de 0.5 a 1.5 MQ.

Durante el desarrollo de los protocolos experimentales siempre se mantuvo un flujo permanente
y constante de la solucién de registro que banan a la célula sometida al registro electrofisiolégico.
Se utilizé un sistema electrénico de valvulas operadas a distancia por un circuito controlador
programable y compatible con la PC (Val-508°, CIDES Tecnologia, Puebla, Pue., México). Este
sistema permite una velocidad de perfusion de 1.5 mL/min asegurando un recambio completo en

un tiempo estimado de un minuto. El volumen de la cdmara de registro es de 1.2 mL.

Criterios de inclusidn y exclusion
Se trabajd y registrd ovocitos con corrientes mayores a 1 pAy menores a 6 pJA, y con una corriente

de fuga menor a 0.1 pA para minimizar los errores (Krafte, 1991).

Aplicacion de JNJ7777120
Los ovocitos transfectados se registraron con los protocolos descritos a continuacion; primero se
registraron en condiciones control, posteriormente se aplicé el farmaco mediante perfusidony una

vez que se establecié el efecto, se volvieron a registrar los protocolos en presencia de JNJ7777120.

Protocolos experimentales
Todos los protocolos de experimentacién fueron realizados en dos condiciones; en ausencia y en
presencia de JNJ7777120. Para generar la corriente de sodio y estudiar sus diferentes estadios se

procedid de acuerdo a los protocolos | al VI descritos a continuacién.
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Protocolo I. Relacidn corriente contra voltaje

Se aplicé un protocolo de pulsos despolarizantes partiendo de un potencial de sostenimiento de
-100 mV hasta +50 mV con incrementos de 10 mV y de -100 mV hasta +55 mV con incrementos
de 5 mV (Figura 8 A). Para construir la relacién corriente contra voltaje se midié la magnitud del
pico de la corriente generada en cada paso de voltaje y se normalizé contra el pico maximo de la
corriente obtenida en condiciones control. Estos valores fueron graficados en funcién del

potencial de membrana (Em).

Protocolo Il. Inactivacion de estado estable

Para analizar el efecto de JNJ7777120 sobre la inactivacién de estado estable se empled un
protocolo de doble pulso, que parte de un potencial de sostenimiento de -100 mV y se aplicé
pulsos condicionantes con duracién de un milisegundo de -120 mV a +20 mV con incrementos de
10 mV y posteriormente se aplicé el pulso de prueba al voltaje al que se observé la maxima
corriente durante el protocolo de relacién corriente contra voltaje, con una duracién de 25 ms

(Figura 8 A).

Una vez obtenidos estos datos se procedié a efectuar la construccién del gréfico. Se midié la
amplitud de la corriente al pico de la corriente producida por el pulso de prueba y graficando en
funcién del potencial de membrana del pulso condicionante; posteriormente a ello, los datos

normalizados se ajustaron utilizando la ecuacion de Boltzmann:

f=4,/ (1 + exp [V —le/ZD + A4,
Donde:
V., = voltaje medio de inactivacion
k = pendiente
A; = Amplitud de la relacidn

A, = Amplitud del componente cuando no inactiva

21



Protocolo Ill. Conductancia del canal de sodio voltaje dependiente
A partir de los datos obtenidos de la relacion corriente contra voltaje se determiné el efecto de
JNJ7777120 sobre la conductancia del canal de sodio voltaje dependiente. Los puntos mostrados

en los graficos de la conductancia se obtuvieron mediante el empleo de la siguiente ecuacion:

INa = INa/(Em - ENa)

Donde:

Ina = conductancia de la membrana al ion sodio (Na*)

Iyq = 1a amplitud de la corriente que corresponde a cada valor del potencial de membrana (E,;)
Enq = Potencial de equilibrio del Na*.

Los datos obtenidos mediante esta ecuacion tanto en condiciones control como en presencia de
JNJ7777120 fueron normalizados en relacidn a la conductancia maxima (gmax) y fueron ajustados

con la ecuacion de Boltzmann.

Protocolo IV. Recuperacion de la inactivacion

Para la recuperacién de la inactivacidon de la Ina, se utilizé un protocolo de doble pulso. La Ina fue
en primer lugar inactivada por medio de la aplicacién de un pulso condicionante de 500 ms a -20
mV partiendo de un potencial de sostenimiento de -100 mV para después regresar al potencial
de sostenimiento durante un intervalo de tiempo con crecientes variaciones (At) antes de aplicar
un segundo pulso (pulso de prueba) al voltaje en que se observé el pico de corriente maxima

durante 20 ms (Figura 8 c).

Para obtener el curso temporal de la recuperacidn de la inactivacidon se requirié de la medicion
de la relacion entre la amplitud de la Ina generada en consecuencia del pulso de prueba y la
magnitud de la Ina como consecuencia del pulso condicionante, dicha relacién fue graficada en

funcidn de At.

Los datos que fueron obtenidos se ajustaron empleando una doble exponencial que a

continuacion se muestra:
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f=1-{4/[1+exp(- %)] + Ay [1 + exp(— Tx—l)]}

Donde:
A1y Ay =son amplitudes

T1 Y T2 = son los componentes rdpido y lento de la constante de tiempo de recuperacion,

respectivamente.

Protocolo V. Dependencia de uso y frecuencia

El bloqueo dependiente se estudid con un protocolo de trenes de estimulacion de 20 pulsos con
un potencial de sostenimiento de -100 mV al pulso de voltaje en que se observo el pico de
corriente maximo con una duraciéon de 30 ms (Figura 8 D). Dichos trenes de estimulacién se

aplicaron en las siguientes frecuencias: 1 Hz, 2 Hz y 5 Hz.

El bloqueo consecuencia de la frecuencia se analizé mediante la medicidn de la relacién entre la
amplitud de corriente generada por el pulso nimero 20y la que se produjo con el pulso nimero
1 del tren de estimulacién; este procedimiento se aplicard a los diferentes estados de la célula, es
decir, tanto en control como en presencia de JNJ7777120 a las tres distintas frecuencias. Todos

los datos obtenidos fueron graficados en funcién del numero del pulso.

Protocolo VI. Curso temporal

El tiempo de instalacion de JNJ7777120 en el canal de sodio se estudié utilizando pulsos
cuadrados con una duracion de 30 ms con un potencial de sostenimiento de -100 mV al pulso de
voltaje en que se observd el pico de corriente maximo. Los pulsos cuadrados fueron aplicados

cada 10 segundos.

Protocolo Vil. Competencia de farmacos

Para determinar si el sitio de unién de JNJ7777120 en el canal de sodio es el que se propone, se
co-aplicé 760 uM de lidocaina en dos condiciones. En el primer caso, se aplicé 760 uM de lidocaina
utilizando el protocolo VI hasta que se establecid el bloqueo seguido del protocolo |,
posteriormente, manteniendo el flujo con lidocaina, se aplicé 16 uM de JNJ7777120 utilizando

los mismos protocolos. En el segundo caso, se aplicé 16 uM de JNJ7777120 hasta que se
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establecid el bloqueo y manteniendo la presencia de JNJ7777120, se aplicé 760 uM de lidocaina.

Al final se compard el bloqueo obtenido de la medicién de las curvas corriente-contra voltaje.

Analisis estadistico
Los datos fueron presentados como el promedio * el error estandar de la media. La significancia
de las diferencias entre medias se obtuvo con la prueba t-Student pareada; se considerd

estadisticamente significativo una diferencia cuando p < 0.05.

Los registros fueron realizados por medio de los programas computacionales pClamp 10.2 (Axon
Instruments, LLC, CA, USA). Para la realizacién de las gréficas y ajustes se utilizaron los programas
OriginPro 9.1 (OriginLab Corp. Northampton, MA, USA) y SigmaPlot 12.5 (SPSS Inc., Chicago, I,
USA).

En los casos de inactivacion de estado estable para la corriente de Ina y la curva dosis-efecto, los

datos experimentales fueron ajustados con las ecuaciones de Boltzmann y Hill, respectivamente.
Bioética

Todos los procedimientos quirurgicos se realizaron de conformidad con la Guia para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio del Consejo Mexicano para el Cuidado de los Animales (Norma

Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999) y The National Institutes of Health Guide for the Care and

Use of Laboratory Animals (The National Academies Press, Washington, DC, 2011).

A 30 ms B
+50 is
+20
25ms
20
~100 m1- 100 mV
120
500 ms 20ms
20 & - 30ms 2
=100 mV'— At 100 mv

Figura 8. Protocolos de estimulacidn. A: Protocolo de activacién. B: Protocolo de inactivacién de estado estable. C:
protocolo de la recuperacion de la inactivacién. D: Protocolo de uso y frecuencia.
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Resultados

Bloqueo dependiente de la concentracién

Para determinar la concentracion efectiva CEso del farmaco JNJ7777120, se procedié a realizar
una curva dosis efecto. Se aplicaron las concentraciones de 1, 3, 10, 30 y 100 uM de JNJ7777120
y se observd que la corriente se redujo en un 2.23,4.51, 13.98, 24.45 y 32.52%, respectivamente,
el bloqueo fue cuantificado como una reduccién en la amplitud al pico de la corriente de sodio
(Ina), siendo éste significativo a partir de 1 uM (p <0.001). No se detectaron diferencias
significativas entre una concentracidon y la siguiente, los cual sugiere que el bloqueo es
independiente de la concentracién. En la Figura 9, se muestra el ajuste obtenido de la curva
concentracién-efecto mediante el uso de la ecuacién de Hill de cuatro pardmetros (R? = 0.99). El
calculo del intervalo de confianza y del intervalo de prediccion al 95%, también sugieren que el
blogueo de la corriente es independiente de la concentracion. El bloqueo maximo en el canal de
sodio rNay1.4+ B1 fue del 35% y el ajuste arroja un valor de ICso = 16 £ 2 uM y un coeficiente de

Hill de 1.20 + 0.08. Para los siguientes protocolos, se utilizo la 1Cso.

INa normalizada

f=yO+V__ *x"b/(chb+x"b)

02 —— 95% Banda de confianza
—_—— = 95% Banda de prediccion

0.0 T T T 1
0.1 1 10 100 1000

JNJ7777120 [uM]

Figura 9. Bloqueo dependiente de concentracién de JNJ7777120. Se muestra el bloqueo producido por las
concentraciones 1, 3, 10, 30 y 100 uM con una nde 3, 3, 5, 5 y respectivamente. Los datos se graficaron y ajustaron
con una ecuacion de Hill, la cual proporciond una EC50 de 16 uM, un coeficiente de Hill de 1.20 + 0.08 y un bloqueo
maximo del 35%. Los datos representan el promedio + el error estandar.
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Relacién Corriente contra Voltaje

En condiciones control, la relacién corriente contra voltaje del canal rNay1.4 + B1 indica que el
canal empieza a activarse a partir de -40 mV, registrando un pico de corriente alrededor de -25
mV y un potencial de equilibrio de +20 mV aproximadamente. La relacién corriente contra voltaje
fue construida midiendo la magnitud de la corriente al pico generada en cada paso de voltaje,
posteriormente se graficaron en funcidn del potencial de membrana. En la Figura 10 se observa
que JNJ7777120 desplazo el pico de corriente en 5 mV a valores despolarizantes, provocd un
blogqueo aproximadamente del 17 % y hubo un desplazamiento del potencial de equilibrio de 20

mV a valores despolarizantes.

—&— control,n=5
—&@— 16 uMJINJ,n=5

INa Normalizada

* '10 N

Figura 10. Relacion voltaje contra corriente del canal de sodio voltaje dependiente rNav1.4 + B1 en condiciones
control y en presencia de 16 uM de JNJ7777120. Los datos representan el promedio * el error estandar. *: p < 0.05,
kk.

:p<0.01.
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Inactivacidn de estado estable y conductancia

Los datos fueron obtenidos mediante el protocolo de inactivacion descrito en materiales y
métodos. Para la obtencién de las graficas se procedié a medir la magnitud del pico de la corriente
ocasionada por el pulso de prueba y se graficaron en funcién del potencial de membrana del pulso
condicionante, posteriormente se normalizaron los datos obtenidos. Los datos fueron ajustados
empleando la ecuacién de Boltzmann y los parametros obtenidos se presentan en Tabla 2. El
farmaco desplazé ligeramente la curva de inactivacién de estado estable hacia potenciales

hiperpolarizantes (Figura 11) y modifico significativamente la pendiente k (Tabla 2).

El cambio originado en la conductancia del canal fue evaluado al calcular la conductancia (gne) de
los datos resultantes de la relacidn corriente contra voltaje mostrada en la Figura 10. La
conductancia fue calculada con los valores experimentales del potencial de equilibrio para cada
célula. La aplicacién de 16 uM JNJ7777120 desplazé significativamente la curva de conductancia
hacia potenciales despolarizantes e indujo un cambio significativo en la pendiente m (Figura 11y

Tabla 2).

10 ;j 10
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© £
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Z 04 A [ - 04
—Z /
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021 @ Control, n = 4 / - 0.2
® 16uMJINJ,n=4 *
00,_._-.-_.—.—.—.—.—.—-.- L 0.0
-100 -80 -60 -40 -20
E, (mV)

Figura 11. Curvas de inactivacion de estado estable y conductancia del canal de sodio rNav1.4 + 1 en presencia y
ausencia de 16 uM de JNJ7777120. El voltaje medio fue comparado con respecto al control y es mostrado en la Tabla
2. Los datos representan el promedio * el error estandar. *: p <0.05y **: p < 0.01.
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Tabla 2. Valores de inactivacion y conductancia del canal de sodio rNav1.4 + B1 en presencia y ausencia de 16 pM
de JNJ7777120.

L Inactivacion de estado estable Conductancia
Condicidn
Control -62.40 + 0.08 3.83+£0.07 -34.35+0.25 2.62+0.12
16 uM de JNJ7777120 -63.49+0.10 4.42 +0.08 *** | -29.61+0.19 *** | 3.83+0.21 **

Nota. Los datos representan el promedio * el error estandar. **: p < 0.01y ***: p <0.001.

Cinética de inactivacion

El decaimiento de la corriente (o cinética de inactivacidn) se ajusto, célula por célula a una ecuacidn
monoexponencial y el promedio de las constantes de tiempo de inactivacién (t) en presencia y ausencia
del fdrmaco fueron comparadas. Los datos indican que JNJ7777120 (Figura 12) enlentece

significativamente la t de inactivacion, excepto a los voltajes de -25 mV y 0 mV donde t es mas rapida.

2.5 - *

2.0 4
E —e— Control,n =4
‘E’ —8— 16 uyM UNJ,n =4
N
& 1.5 -
=
©
®
£
[0
e
= 1.0 4

0.5 1

-40 -30 -20 -10 0
E, (mV)

Figura 12. Constante de tiempo de inactivacion del canal rNavl.4 + Bl en presencia y ausencia de 16 puM de
JNJ7777120. Se compara cada valor control contra su respectivo valor en presencia de JNJ7777120. *: p < 0.05, **: p
<0.01y ***:p<0.001.
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Curso temporal de la recuperacion de la inactivacion

La recuperacion de la inactivacion del canal de sodio no se vio modificada en presencia de 16
UM de JNJ7777120 (Figura 13). La cinética de recuperacion de la inactivacion fue ajustada a una
ecuacion biexponencial. La Tabla 3 muestra las constantes de tiempo de recuperacién rapida tl
y lenta 12 obtenidas.
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Figura 13. Recuperacion de la inactivacion del canal rNav1.4 + B1 en condiciones control y en presencia de 16 uM de
JNJ7777120. Los valores de t1 y T2 se presentan en la

Tabla 3. Constantes de tiempo de recuperacion de la inactivacion de canales Nav1.4 + B1 en presencia y ausencia
de INJ7777120

Condicion T1 T
Control 3.75+0.36 295.33 +43.05
16 uM de JNJ7777120 5.13+0.61 299.08 + 38.95

Nota. Los datos representan el promedio de cada grupo = el error estandar.
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Bloqueo dependiente de uso y frecuencia

Se aplicaron depolarizaciones repetitivas de -25 mV y de -20 mV, barras negras y azules,
respectivamente en la Figura 14 a diferentes frecuencias sin observar ninguna acumulacion de la
inactivacion en control ni en presencia de JNJ7777120, lo cual indica que este farmaco no induce

blogueo dependiente de uso ni frecuencia en canales Na,1.4 + 1.
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Figura 14. Bloqueo dependiente de uso y frecuencia en condiciones control y en presencia de 16 uM de JNJ7777120.
Los datos representan el porcentaje al pulso 20 con respecto al promedio del pulso 1 + el error estandar.
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Curso temporal

Se utilizo el protocolo VI para determinar el tiempo de instalacién y de disociacién de JNJ7777120
en el canal de sodio. Después de un tiempo de 1.8 minutos en solucién control, el fdrmaco fue
perfundido por un total de 32.1 minutos. La cinética de instalacién y de disociacién fueron
ajustadas a una ecuacién monoexponencial de tres parametros (Figura 15Figura 15), Las constantes

de tiempo indican que el farmaco se lava 3.9 veces mds rapido de lo que se instala.

control 10uM JNJ lavado

S 09| t=7.7 +0.45 min
N
©
S
2 0.8 .
5 =198+ 0.13 min
0.7 -
0 10 20 30 40 50

Tiempo (min)

Figura 15. Curso temporal e instalacion de efecto de 16 uM de JNJ7777120. Los datos representan el promedio de
cada grupo * el error estandar. *: p < 0.05, **: p < 0.01y ***: p < 0.001.

Determinacion del sitio de union a JNJ7777120

Para determinar el sitio unién del farmaco JNJ7777120 al canal de sodio, se emplearon dos
metodologias, en la primera se probd el efecto del farmaco sobre el mutante del sitio de unién a
anestésicos locales del canal de sodio F1579A y en el segundo caso se coaplicd JNJ7777120 con
lidocaina, un anestésico local cuyo bloqueo ténico depende de la presencia de la fenilalanina

1579.
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Relacidn corriente contra voltaje en F1579A + 1

En la Figura 16, se observa que JNJ7777120 no bloquea la corriente de sodio del mutante, al
contrario, se observa un incremento no significativo (p = 0.08) de la corriente del 6%. Esto indica
que la presencia de la F1579 es necesaria para el bloqueo inducido por JNJ7777120 en canales
Nay1.4 + 1. Sin embargo, el farmaco induce un desplazamiento del pico de corriente del mutante,

de 5 mV a valores hiperpolarizantes.

—O— F1579A,n =3
—A— UNJ 16 uM, n=3

Normalizada

Na

Figura 16. Relacion voltaje contra corriente del mutante del canal de sodio voltaje dependiente F1579A en
condiciones control y en presencia de 16 uM de JNJ7777120. Los datos representan el promedio * el error estandar.
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Inactivacion de estado estable y conductancia en F1579A + 31
JNJ7777120 indujo un desplazamiento de la curva de inactivacion hacia valores hiperpolarizantes
sin alterar la curva de conductancia (Figura 17). No hubo cambios significativos en el resto de los

parametros (Tabla 4).

1.0
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A UNJ16uM,n=3

0.2 ~ - 0.2
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Figura 17. Curvas de inactivacidon de estado estable y conductancia del canal mutante F1579A + B1 en presencia y
ausencia de 16 uM de JNJ7777120. El voltaje medio fue comparado con respecto al control y es mostrado en la Tabla
4. Los datos representan el promedio + el error estandar.

Tabla 4. Valores de inactivacion y conductancia del canal mutante de sodio F1579A en presencia y ausencia de
INJ7777120.

L Inactivacidon de estado estable Conductancia
Condicion
V12 k V12 m
F1579A -47.39 +0.31 5.14+£0.26 -29.95+0.20 450+0.17
16 M de JNJ7777120 | -52.79 + 0.34 *** 5.22+0.29 -29.53+0.21 4.68+0.17

Nota. Los datos representan el promedio * el error estandar. ***: p < 0.001.
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Cinética de inactivacion
Los cambios en la T de inactivacidn son significativos dese -25 Mv y -20 mV. JNJ enlentece la T de

inactivacién excepto para -25 mV donde la T es mds rapida (Figura 18).

2.4 ~
2.2

2.0

1.6 A
—O— F1579A,n =3

14 4 —8— JNJ16 uM,n=3

1.2 A

T de inactivacién (ms)

1.0

06 T T T I

E, (mV)

Figura 18. Constante de tiempo de inactivacion del canal rNavl.4 + Bl en presencia y ausencia de 16 uM de
INJ7777120. Se compara cada valor control contra su respectivo valor en presencia de JNJ7777120. **: p<0.01y
kkk.

:p<0.001.
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Curso temporal de la recuperacién de la inactivacién

Al aplicarse el protocolo para estudiar la recuperacion de la inactivacion (Figura 19), en el canal

mutante F1579A no se observaron cambios en presencia de JNJ7777120. En Figura 19Figura19y

la Tabla 5 se muestran los resultados y los ajustes de la recuperacion rapida y lenta.

1.0 A

0.8 -

0.6 1

0.4

INa Normalizada

0.2 4

0.0

QO F1579A,n=3
® 16mMJINJ, n=3

10

100 1000 10000

Tiempo (seg)

Figura 19. Recuperacién de la inactivacion del canal mutante F1579A en condiciones control y en presencia de 16
UM de JNJ7777120. Los valores de 11 y T2 se presentan en la Tabla 5. Los datos representan el promedio de cada

grupo * el error estandar.

Tabla 5. Constantes de tiempo de recuperacion de la inactivacion

Condicidn T1 T
F1579A 1.51+£0.29 64.41 +7.48
16 uM de JNJ7777120 2.09+0.35 90.69 + 12.95

Nota. Los datos representan el promedio de cada grupo * el error estandar.
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Bloqueo dependiente de uso y frecuencia
No se observd un bloqueo dependiente de uso y frecuencia en el canal mutante F1579A en

presencia de JNJ7777120. En Figura 20 se muestra el porcentaje de bloqueo obtenido bajo las

frecuenciasde 1,2 y 5 Hz.

1.0 -
08 -
4]
T 06 [ F1579A,
N n=3
£ B 16 M N,
o n=3
S 04 -
_Z
02 -
0.0
1 2 5

Frecuencia (Hz)
Figura 20. Bloqueo dependiente de uso y frecuencia en el canal mutante F1579A en condiciones control y en

presencia de 16 uM de JNJ7777120. Los datos representan el porcentaje al pulso 20 con respecto al pulso 1 t el error
estandar.
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Tabla 6. Resumen de valores obtenido de los protocolos tanto en el canal nativo como en el mutante del sitio de
union a anestésicos locales

Pico Bloqueo Inactivacion de estado Conductancia Recuperacion de la
In INJ7777120 ) r_de » estable inactivacion
(mV) (16 uM) inactivacion Vi, k Vi, m T T
-25 1.10+£0.01 -62.40 3.83 £0.07 -3435+ 262+ 3.75+0.36 295.33 ¢
wT 0.08 0.25 0.12 43.05
-20 -17 % 1.03+0.01 -63.49 = 4.42 +0.08 -29.61 3.83+ 5.13+0.61 299.08 £
WT +JNJ ok 0.10 ok 0.19 *** 0.21 ** 38.948
MT -15 0.98 £0.01 -47.39 5.14 £ 0.26 -29.95 + 4.50 £ 1.51+0.29 64.41 +
0.31 0.20 0.17 7.48
MT + INJ -20 6 % *** 1.07 £0.01 ** -52.79 ¢ 5.22 £0.29 -29.53 + 4.68 £ 2.09+0.35 90.69 +
0.34 *** 0.21 0.17 12.95

Nota. WT = rNav1.4 + B1; MT = F1579A + B1. **: p < 0.01; ***: p < 0.005.

Competencia de farmacos

Para corroborar que el sitio de unién de JNJ7777120 en el canal rNa,1.4 es el sitio de unién a
anestésicos locales se utilizé lidocaina que se sabe que bloquea al canal al unirse al sitio de unidn
a anestésicos locales. Se utilizé la ECso de lidocaina de 760 uM (Martinez-Morales, 2008). En el
primer caso, se aplicé lidocaina y una vez que se instald el efecto se administré 16 uM de
JNJ7777120 (Figura 21 A), como se observa en la Figura 22, de color verde, el bloqueo inicial por
parte de lidocaina se mantuvo. En el segundo caso, se administré primero 16 uM de JNJ7777120
y una vez que se estableciod el bloqueo, se administraron 760 uM de lidocaina (Figura 22), en este

caso, el bloqueo aumentd del 18 £ 2.03 % a 34 + 0.07 %.

760 uM Lidocaina ‘Conlml 16 uM JNJ7777120
16 uM JNJT777120 760 uM Lidocaina
1.0 e,
084
] <
N 8 06
o o
[ j
2 2 044
02 A 024
00 T . T . ) 0.0 . . . T
0 5 10 15 20 265 30 0 5 10 15 20 25
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 21. Curso temporal de la coaplicacion de JNJ7777120 y lidocaina. A: Se aplicé primero 16 uM JNJ7777120 y
posteriormente 760 uM de lidocaina. B: Se aplicd primero 760 uM de lidocaina y posteriormente 16 uM de
INJ7777120. Los datos representan el porcentaje la disminucidn de la corriente + el error estandar. La n = 3 en ambas
graficas.
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Figura 22. Competencia de farmacos. Se realizo la coaplicacién de lidocaina y JNJ7777120 en dos formas. Los datos
representan el porcentaje de bloqueo + el error estandar. ***: p < 0.001.

Simulaciones de docking molecular
Con el fin de elucidar los determinantes moleculares de la interaccién de JNJ7777120 sobre el

canal de sodio rNayl1.4, se realizaron simulaciones computacionales de anclaje molecular
(docking) sobre un modelo molecular por homologia de Nay1.4 (nUmero de acceso Uniprot:
P35499) generado en el laboratorio (Islas, 2014) a partir del canal bacterial de sodio, dependiente
de voltaje Na,Ab (cddigo PDB: 3RVY). Las simulaciones de docking receptor-rigido, ligando-flexible
fueron realizadas con el programa VINA (Trott & Olson, 2010).

Inicialmente, el espacio de muestreo (de 82x82x82 A3) incluyd los seis segmentos de cada dominio
del canal (blind docking) y los resultados de las simulaciones indicaron que el farmaco
JNJ7777120, en cualquiera de sus dos posibles estados de protonacién (N2H y N6H) ocupa el sitio
de union de anestésicos con una energia libre de union semejante, formando complejos ligando-

receptor energéticamente favorables de -7.3 y -7.2 kcal/mol, respectivamente. En ambos casos
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el ligando interactua con la fenilalanina en la posicidn 1579, formando una interaccidon aromatica
T-1t entre su grupo indol y la cadena lateral de este aminodcido (Figura 23 A).

Posteriormente se realizaron simulaciones restringiendo el espacio de muestreo (40x40x40 A3) al
poro del canal y se encontré que, en la solucién de menor energia libre de unién ademas de la
interaccidon aromatica ni-m, el grupo piperazina ocluye el canal por debajo del filtro de selectividad,
interactuando electrostaticamente con la cadena lateral del dcido glutdmico y se sitla préxima a
la cadena principal de la lisina del anillo DEKA (Figura 23 B). Las soluciones de menor energia libre
de unién en canal nativo y el mutante F1579A se muestran en la Figura 23 Cy D. En el caso de la
mutante ambos tipos de interacciones no covalentes se pierden y el grupo piperazina se desplaza

de ruta de permeabilidad.

Figura 23. Docking de JNJ7777120 en el canal de sodio Nav1.4. A: Se muestra la solucién de menor energia (-7.3kcal)
con el protocolo de Blind docking (estado de protonacién N2H del farmaco), la fenilalanina del sitio de union a
anestésicos locales (F1579) se muestra en magenta. B: Se muestra un acercamiento de la unién mas estable de
INJ7777120 en el sitio de unidén en donde se aprecia que el grupo amina de éste interactia con el glutamato del anillo
DEKA y se encuentra proximo a la lisina del filtro de selectividad, mientras que su grupo indol se ancla a una cavidad
hidréfoba constituida por la F1579 y una treonina del dominio DIl (ambos en representacion de radios de Van der
Waals). C: Vista superior (extracelular) de B, el circulo rojo delimita el filtro de selectividad y en color dorado se
muestra F1579. Se observa que JNJ7777120 ocluye el poro del canal. D: Vista superior del modelo mutante del sitio
de anestésicos locales F1579A, el circulo rojo delimita el filtro de selectividad y en dorado la alanina. Se observa que
INJ7777120 en el mutante, ocluye en menor medida el canal. En todas las figuras el color naranja representa el
dominio DI, en verde el dominio DII, en cian el DIll y en rosa el dominio DIV.
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Discusion

Los resultados indican que JNJ7777120 ejerce un efecto en el canal de sodio Nay1.4. En la relacidon
corriente-voltaje (Figura 10) se aprecia que, a una concentracion de 16uM (17% de bloqueo) se
desplazd el potencial al que se observa el pico de corriente maximo en 5 mV a voltajes
despolarizantes en el 80% de los casos (datos no mostrados). Ademads de que a partir de -15 mV
se registra una mayor corriente en presencia del farmaco lo cual indica que su efecto es
dependiente de voltaje. El fdrmaco altera la activacidn, al generar un desplazamiento significativo
de la curva de conductancia hacia potenciales despolarizantes (Figura 11), modificando
significativamente tanto en el voltaje medio como en la pendiente m, estos cambios concuerdan
con la grafica de la relacién corriente contra voltaje. Contrariamente, los anestésicos locales no
modifican la curva de conductancia del canal de sodio. Para explicar esto, se especulaba que el
anillo aromatico de los anestésicos locales podria interactuar con una regién hidréfoba en la via

de conduccion del sodio y al mismo tiempo, ocluyendo el poro del canal (Wang, 1990).

En la curva de inactivacién de estado estable (Figura 11) se observa que en presencia de
JNJ7777120 no hubo un cambio estadisticamente significativo en el voltaje medio, sin embargo,
la pendiente k si cambié significativamente (de 3.83 +0.07 a 4.42 + 0.08). De acuerdo con Fozzard,
los anestésicos locales desplazan esta curva a voltajes hiperpolarizantes, sin modificar la
pendiente k (Fozzard et al., 2011; Tikhonov, 2017). Con ello indicando que IJNJ7777120 no

muestra una de las principales caracteristicas de los anestésicos locales.

Por otra parte, la cinética de inactivacion de la corriente (Figura 12), en todos los casos se ajusté
a una ecuacidon monoexponencial. El farmaco enlentecié este comportamiento en el intervalo de
-35a-15 mV, excepto al voltaje de -25 mV, en el cual hubo una aceleracidn significativa. Mientras
tanto, la recuperacion de la inactivacion (Figura 13) en presencia de JNJ7777120 no tuvo un
cambio significativo y al realizar el ajuste a una curva doble exponencial para obtener los valores
de recuperacién rdpida y lenta, se observé que no hay cambios en ninguna de las dos constantes
de tiempo. Una propiedad fundamental de los anestésicos locales (y de farmacos considerados
anti-arritmicos), es la acumulacién de bloqueo cuando se realizan pruebas repetitivas de

despolarizacién; propiedad denominada "dependencia de uso y frecuencia" (Becker & Reed,
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2006; Fozzard et al., 2011). Dado que no hubo cambios en la inactivacion de estado estable (Figura
11) ni en la recuperacion de la inactivacion, estos resultados nos indicaban que era baja la
posibilidad de que los canales acumularan inactivacion en presencia de INJ7777120, y se
corroboré al realizar los protocolos de frecuencia (Figura 14) al no observarse un bloqueo
dependiente del uso y frecuencia. En conjunto, estos resultados sugieren que JNJ7777120 no
presenta un bloqueo fasico y a diferencia de los anestésicos locales, no tiene una preferencia por

los canales de sodio en estado inactivado, sino por los canales en estado abierto.

Los anestésicos locales se unen al canal en una cavidad hidréfoba ubicada entre el segmento S6
del dominio IV (DIVS6) y entre el segmento S6 del dominio DIII (DIIIS6), conocida como el sitio de
unidon a anestésicos locales. Este sitio estd conformado por los siguientes aminodcidos (en
Nav1.4): la fenilalanina 1579 del DIVS6, la leucina 1280 DIIIS6, la tirosina 1586 del DIVS6 vy
asparagina del DIS6, siendo el principal aminoacido la fenilalanina (Lipkin & Fozzard, 2005; Sunami
& Fozzard, 2004). El segmento DIVS6 es fundamental para el bloqueo del canal de sodio y la
afinidad por el estado inactivado del canal. El resto de los dominios no contribuyen
significativamente en el bloqueo del canal, sin embargo, estdn involucrados en la dependencia
del voltaje (en Nav1.2:la N418 del DIS6 y la L975 DIIS6) y en el cambio en la curva de inactivacion
de estado estable (en Navl.2: la V424 del DIS6 y L983 del DIIS6) a voltajes hiperpolarizantes

(Yarov-Yarovoy, 2001; Yaroy-Yarovoy, 2002).

Debido a la similitud de JNJ7777120 con los anestésicos locales al compartir una estructura
guimica en comun (un anillo aromatico y una amina unidos por una cadena intermedia) se utilizé
la mutante del sitio de unidn de anestésicos locales (F1579A) y se esperaba observar una
reduccion significativa del efecto de JNJ7777120. En la curva |-V del mutante (Figura 16), no hay
diferencias significativas, y se aprecia que hay una tendencia a una mayor activacion de canales
en presencia de JNJ7777120 que en la condicién control, ademas, de un aumento de la corriente

maxima en un 5% que no es significativo.

Estudios con lidocaina, benzocaina, mexiletina muestran que al mutar la fenilalanina (F1579A) se
pierde el efecto bloqueador de estos farmacos, y se mantiene el desplazamiento de la curva de

inactivacion de estado estable a valores hiperpolarizantes, sin modificar la pendiente (Martinez-
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Morales, 2008). En canal mutante (F1579A) en presencia de JNJ7777120 se observa un
desplazamiento significativo en el voltaje medio de la curva de inactivacion de estado estable a
valores hiperpolarizantes (Figura 17) y no se observan cambios significativos en el valor de la
pendiente, este efecto es similar al de los anestésicos locales (Fozzard et al., 2011; Martinez-
Morales, 2008; Tikhonov, 2017). Se observé un enlentecimiento en la t de inactivacion (Figura 18)
a los voltajes de -25 y -20 mV. De la misma forma, no se observa una modificaciéon en la
recuperacioén de la inactivacion rapida ni de la lenta del canal de sodio rNav1.4, por lo que no hay
cambios significativos en F1579A (Figura 19). Tampoco se observé una mayor acumulacion en los

protocolos de uso y frecuencia (Figura 20).

En el modelo sintdpico si dos farmacos se unen al mismo sitio en un receptor para ejercer su
efecto, la coaplicacion daria lugar a una unidon competitiva. En el modelo alotépico, cuando el
resultado es un efecto menor al esperado, los farmacos poseen sitios diferentes de uniéon (Jarvis
& Thompson, 2013). En nuestro caso los datos concuerdan con el modelo sintdpico debido a que
no hay diferencias en el bloqueo del canal cuando se administra primero lidocaina vy
posteriormente JNJ7777120. Estos experimentos indican que la unién de JNJ7777120 con el canal
de sodio es obstaculizada cuando lidocaina previamente ha ocupado el sitio de unién. La
interpretacion de esto es que el fdrmaco se une al mismo sitio que lidocaina (Jo & Bean, 2017).
Ademas, se realizé un segundo experimento de coaplicacidon para observar si habia alguna
diferencia si se aplicaba primero JNJ7777120 y luego lidocaina. El hecho de que el aumento del
blogueo ante esta coaplicacion fuese significativo con respecto al bloqueo de la JNJ7777120 por
si sola, sin alcanzar al bloqueo de la coaplicacién previa, apoya la hipdtesis de una unién
competitiva, sugiriendo que lidocaina desplaza a JNJ7777120 del sitio de unién a anestésicos

locales.

Los resultados de docking indican que JNJ7777120 se une al sitio de unién a anestésicos locales,
sin embargo, un 30% de las soluciones ubican al ligando en otros dos posibles sitios de union con
una mayor energia libre (-7 a -6.7 kcal/mol), es decir, con una menor afinidad relativa. Es posible
gue la modulacién de la cinética de inactivacién, la cual es significativa en los canales nativos y

mutantes esté mediada por alguno de estos sitios de unién alternativos.
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Los experimentos realizados en este trabajo demuestran que JNJ7777120 se estd uniendo al sitio
de unién a anestésicos locales y muestran por primera vez la interaccion de JNJ7777120 con un
canal idnico. Ya se ha reportado que diversos farmacos antiarritmicos, anticonvulsivos, quininas
y antimalaricos poseen la capacidad de bloquear al canal de sodio ocupando el sitio de unién a
anestésicos locales y muestran diversos efectos en el canal de sodio (Fozzard et al., 2011,
Tikhonov, 2017). Sin embargo, no estd completamente claro el mecanismo de bloqueo que
subyace a la diversidad de efectos que se presentan (Tikhonov, 2017). Un farmaco puede ocupar
el sitio de unidon anestésicos locales y no presentar bloqueo dependiente de frecuencia, como en
el caso de mefloquina en canales Nay1.4 (Paiz-Candia et al., 2017), cuyo anclaje molecular in silico
coincide con el de JNJ7777120, en tanto que el anillo aromatico interactua con F1579 y el grupo
cationico se aproxima a la via de conduccién. Tikhonov en 2017 propone un modelo in silico de la
union de este tipo de bloqueadores de canal de sodio, en el que el grupo catidnico de éstos, puede
interactuar con union sodio préximo al filtro de selectividad y de esta manera generar un bloqueo

electrostatico o estérico (Tikhonov, 2017).

Entre las caracteristicas quimicas de los anestésicos locales se encuentra que son moléculas
liposolubles y un pKa > 7.4 (Becker & Reed, 2006). En el modelo de Lipkind-Fozzard, los
anestésicos locales poseen un grupo alquilamina que puede interactuar con la fenilalanina del
sitio de unidn a anestésicos locales (Fozzard et al., 2011; Lipkind & Fozzard, 2006). En el caso de
IJNJ7777120 presenta un grupo metilamina (en el grupo piperazina), el cual, de acuerdo a las
simulaciones puede interactuar electrostaticamente con el glutamato del filtro de selectividad
(Figura 23). Este farmaco es liposoluble con una solubilidad de log S = -3.421 y tiene un pKa de
6.83. En la Figura 4 se muestran las microespecies de JNJ7777120 al pH de 7.6 (Chemicalize.com,
2017; Jéjart et al., 2008), que fue al pH en que se ajustaron las soluciones. Se observa que el 85.4%
del fdrmaco se encuentra en su forma no protonada mientras que el 14.6% se encuentra en su
estado ionizado (Chemicalize.com, 2017). La forma no ionizada es importante ya que es la que
atraviesa la membrana celular y no la forma protonada. A pesar de que JNJ7777120 a un pH de
7.6 es mas liposoluble que lidocaina, la proporcidon de moléculas que se encuentran en su forma
protonada es baja y esto podria explicar el bajo efecto bloqueador, debido a que la forma ionizada

es la que muy probablemente interacciona con el sitio de unién a anestésicos locales.
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De acuerdo con los resultados discutidos anteriormente, JNJ7777120 bloguea al canal de sodio
rNay1.4 a través del sitio de unién a anestésicos locales, sin embargo, no se comporta de manera

candnica como un anestésico local.
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Conclusiones

e JNJ77771220 induce un bloqueo ténico en canales de sodio rNay1.4 + 1, mediado por la
fenilalanina 1579 del sitio de unidn a anestésicos locales, compitiendo con lidocaina.

e El bloqueo de JNJ7777120 es dependiente de voltaje e independiente de Ia
concentracion, con una ECso de 16 uM, un nimero de Hill de 1.20 £ 0.08 y un bloqueo
maximo de 35% a una concentracién de 100 uM.

e JNJ7777120 modifica el voltaje medio y la pendiente de la conductancia del canal
rNay1.4 a valores despolarizantes.

e JNJ7777120 modifica la pendiente de la curva de inactivacidn de estado estable sin
afectar el voltaje medio.

e INJ7777120 modula la cinética de inactivacién, sin modificar la cinética de recuperacién
de la inactivacion.

e INJ7777120 no presenta bloqueo dependiente de frecuencia (a 1, 2, 5 Hz)

e En conjunto los resultados indican que JNJ7777120 no se comporta como un anestésico,

al no tener preferencia por el estado inactivado del canal.
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