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RESUMEN

Los cannabinoides tienen propiedades inquietantes que desde hace mucho tiempo
han sido objeto de interés y estudio debido a las manifestaciones clinicas y
sintomas asociados con la exposicidon a estas sustancias; en este sentido, los
efectos analgésicos alcanzados con estos compuestos, han despertado la
iniciativa de investigar a los cannabinoides como opciones terapéuticas para el
manejo del dolor, aunque no ha sido posible hasta el momento dilucidar por
completo los mecanismos fisiolodgicos involucrados en este proceso. Ademas de
esto, las sustancias cannabinoides han sido poco estudiadas en sus efectos fuera
del sistema nervioso, una evidencia clara es la falta de basta informacién que
relacione a esos compuestos con el sistema cardiovascular y especificamente con
el corazdén, un 6rgano que posee una importancia vital en cualquier ser vivo. Se
piensa que los cannabinoides podrian modular la actividad cardiaca a través de
los canales i6nicos dependientes de voltaje y esta podria convertirse en una
ventana terapéutica para alteraciones especificas de la actividad eléctrica del

corazon.

En este trabajo de investigacion se estudid el efecto del A°-tetrahidrocannabinol
(THC), un fitocannabinoide aislado de las variedades de Cannabis sativa y cuyos
efectos psicoactivos han sido ampliamente reconocidos. Sin embargo, en este
caso la sustancia se hizo interactuar con el canal hNav1.5, un canal de sodio
expresado casi Unicamente en tejido cardiaco, el objetivo de este estudio fue
describir los efectos electrofisioldégicos de la sustancia sobre el canal. La isoforma
hNav1.5 se expresé en ovocitos de rana Xenopus laevis, utilizando la técnica de
expresion heteréloga de proteinas mediante la inyeccion nuclear con ADNc. Para
los registros electrofisiologicos se utilizo la técnica de voltage-clamp de célula

completa con dos microelectrodos.

En nuestros resultados se observo que el THC produce un bloqueo dependiente
de concentracion e independiente de voltaje; el THC desplaza el Viz de

inactivacion hacia potenciales de membrana hiperpolarizantes, pero no provoca



cambios significativos en la curva de conductancia. EI THC modificé la cinética de
activacion e inactivacion al acelerar las constantes de tiempo para estos procesos
biofisicos. Se observo también un enlentecimiento significativo en la recuperacion
de la inactivacién y un efecto practicamente nulo en el bloqueo dependiente de
uso y frecuencia. El tiempo de instalacion del farmaco sugiere que el THC actia
atravesando la membrana plasmatica. Hace falta mas investigacion para poder
aproximar mejor los efectos del THC sobre los canales idnicos dependientes de

voltaje y su influencia en el potencial de accion cardiaco.



INTRODUCCION

La marihuana es una de las drogas utilizadas con fines recreativos mas
consumida en la sociedad occidental, que se ha popularizado desde mediados del
siglo XX, sobre todo en la poblacion joven, debido a la capacidad que tiene de
producir efectos de sedacion, euforia, placer y alteracion en la percepcion de la
realidad. La marihuana es un producto derivado de una especie herbacea
denomina Cannabis sativa, una planta endémica del territorio asiatico y que con
aproximadamente 12 000 afios, probablemente ha sido uno de los cultivos mas
antiguos en la historia de la humanidad (Clarke & Merlin, 2013), debido a su alta
viabilidad y por su gran versatilidad de convertirse en productos comestibles,
combustibles y textiles; sin embargo, autores dejan entrever que el consumo
lddico de estas sustancias ha sido uno de los fines con los cuales se ha cultivado
esta planta desde tiempos ancestrales, pues ha sido notable la manipulacion de
las especies para que presenten mayor contenido de sustancias relacionadas con

efectos psicoactivos (Russo et al., 2008).

Las primeras evidencias del uso medicinal de la Cannabis sativa se remontan a
las primeras civilizaciones de la humanidad; en China cerca del afio 2600 a.C. el
cirujano de la dinastia Han, Hua Tud, escribié un libro en donde se describian
algunas recetas donde se evidenciaba el uso del cannabis como un elemento
indispensable para provocar anestesia (Bai et al., 2021). Algunos papiros
encontrados en Egipto que datan del afio 1500 a.C., sugieren que el cannabis era
aplicado de forma tépica para aliviar dolencias e incluso era prescrito como un
tratamiento para la depresién. Mas tarde en la historia y durante el imperio
romano, se describieron algunas propiedades antinflamatorias de la planta y se
utilizo para tratar la inflamacion de las articulaciones. Para el siglo XIX, el uso de la
planta y sus derivados se extendié también por el continente europeo, siendo
utilizado incluso por la reina Victoria. En 1878 Rusell Reynolds, un médico
britanico, reconocié como indispensable aislar los componentes activos de la
planta con el fin de evitar los efectos adversos de la administracion de cannabis,

sin embargo, sus intentos fueron en vano. Debido a la descripcion de multiples



efectos no deseados e incluso intoxicacion al consumir Cannabis sativa, sumado
al descubrimiento de farmacos antinflamatorios relativamente mas seguros; para
1932, Gran Bretafla eliminé la utilizacion del cannabis como herramienta
terapéutica y pocos afios después, Estados Unidos de América retiro a las
sustancias derivadas del cannabis de su farmacopea. La Organizacion de las
Naciones Unidas, en el afio 1961 colocé al cannabis y sus derivados en la lista IV
de estupefacientes como una droga de régimen estricto junto con la heroina. La
era dorada del cannabis terminé por completo en 1970 cuando Estados Unidos
declar6 a esta planta en la lista 1 de estupefacientes con una regulacién estricta
que prohibia la comercializacion, transporte, portacién, consumo e incluso la

investigacion con cannabinoides (Crocq, 2020).

La Cannabis sativa contiene mas de 460 compuestos quimicos, de los cuales al
menos 100 son reconocidos como cannabinoides (segun una estructura
carbociclica de 21 carbonos). En 1940 se aisl6 la primera sustancia cannabinoide,
el cannabidiol (CBD) y en 1964 Mechoulam y Gaoni en Israel, aislaron al THC
como el principal elemento psicoactivo de la planta (Burstein, 2015; Mechoulam &
Gaoni, 1965); estos descubrimientos sentaron las bases para la investigacion con
cannabinoides y en 1988, Devane y colaboradores aislaron un receptor especifico
para esta sustancia en el cerebro de humanos y ratas, al que denominaron CB1R.
Con sOlo cuatro afios de diferencia del descubrimiento del CBiR, fue posible
identificar una sustancia enddgena que activa los receptores CB, el araquidonil
etanolamida o anandamida (AEA) (Devane et al., 1992), un hallazgo que demostré
que los seres humanos hemos estado expuestos desde hace miles de afos a los
cannabinoides. En 1995, se aislé6 un segundo receptor para cannabinoides,
denominado CB2, dese entonces se han descubierto un nimero significativo de
moléculas que participan en un proceso de sefializacién endégena derivada de la
exposicion a cannabinoides, al que se le denomind “sistema endocannabinoide”;
dicho sistema tiene presencia e influencia en muchos tejidos, 6rganos y sistemas
corporales, aunque al sistema nervioso central (SNC) y al sistema nervioso

periférico (SNP) se les ha dado mayor protagonismo (Joshi & Onaivi, 2019).



Muchos de los signos y sintomas manifestados por el consumo de sustancias
cannabinoides son derivados de la activacion de los receptores CB, considerados
receptores metabotropicos, cuya actividad es mediada por moléculas
denominadas segundos mensajeros. Aunque se ha tratado de dilucidar los
mecanismos especificos que podrian respaldar al uso terapéutico de los
cannabinoides, se han encontrado algunos obstaculos que han enlentecido
alcanzar dichos objetivos; a pesar de eso, en la actualidad se ha demostrado que
asi como los cannabinoides pueden activar receptores CB, también pueden
interactuar y provocar respuestas especificas cuando se unen a otras estructuras

proteicas como receptores TRPV, PPAR y canales idnicos activados por voltaje.

Los canales idnicos activados por voltaje son proteinas transmembrana que
forman un canal continuo a través de la membrana plasmatica, su principal funcion
es permitir el paso de iones entre el interior y el exterior de la célula. Casi todos los
canales ionicos tienen al menos 3 propiedades especificas: permeabilidad idnica,
es decir, la capacidad de transportar iones; selectividad iénica, que le confiere a
los canales la capacidad de conducir Unicamente una especie de ion; y actividad
dependiente de voltaje, en la que los cambios del potencial de membrana dictan el
comportamiento del canal. Los canales i6nicos son responsables de la actividad
eléctrica en las células excitables y participes en el establecimiento y propagacion
de potenciales de accion; estos potenciales de accion estan involucrados en
multiples respuestas celulares como la liberacibn de neurotransmisores, la
contraccion de células del tejido muscular o la propagaciéon de informacién

sensorial y motora en células nerviosas (de Lera Ruiz & Kraus, 2015).

En el corazén el potencial de accion cardiaco dicta la actividad ritmica de este
organo para que se contraiga de forma armoénica y funcién de las exigencias de
los deméas tejidos, también tiene una importancia vital porque el corazén es
responsable del bombeo de sangre hacia todos los tejidos que conforman un
organismo. Cualquier alteracién en los canales ibnicos expresados en la
membrana de los cardiomiocitos, se traduce en una alteracion también del

potencial de accion cardiaco y por lo tanto, en una actividad contractil anormal.



Existen multiples condiciones clinicas que pueden afectar la funcién de los canales
idnicos y provocar lo que denominamos arritmias cardiacas (Detta, Frisso, &
Salvatore, 2015).

Aunque en los cardiomiocitos se expresan multiples canales idnicos dependientes
de voltaje, con la capacidad de conducir diferentes especies de iones como sodio
(Na*), calcio (Ca?*), cloro (CI) y potasio (K*); se reconoce que todos son
importantes para el correcto funcionamiento del corazon, sin embargo, en esta
investigacion nos enfocamos el canal de sodio activado por voltaje Nav1.5 porque
es el responsable del inicio del potencial de accion cardiaco y ha sido blanco

terapéutico de muchas sustancias con efecto antiarritmico.

Aungue en estudios previos se ha demostrado que las sustancias cannabinoides
provocan una disminucion de la corriente de sodio a través del Nav1.5 (Ghovanloo
et al., 2018), no se ha completado esa informacion con el estudio de todas las
propiedades biofisicas del canal en presencia de esos compuestos, es por esa
razon que se fundamenta esta investigacion, intentando proveer nuevos
elementos que propicien un mejor entendimiento de la fisiologia del canal y
posiblemente la visualizacion de los cannabinoides como herramientas

terapéuticas en el abordaje de la patologia cardiaca.



ANTECEDENTES

Antecedentes Generales
Canales de sodio dependientes de voltaje

Los canales de sodio activados por voltaje (Nav) son proteinas transmembrana
que tienen un rol importante en la actividad eléctrica de las células excitables. Las
corrientes de sodio activadas por voltaje fueron descritas por primera vez por
Hodking y Huxley en 1952 cuando estudiaban las propiedades eléctricas del axén
gigante de calamar (Moczydlowski, 2016). Los Nav estan involucrados en mdltiples
actividades celulares siendo la mas reconocida la generacion y propagacion de
potenciales de accion, que desencadenan procesos como la contraccion en
células musculares y la transferencia de informacion sensorial 0 motora en células
nerviosas (de Lera Ruiz & Kraus, 2015). La arquitectura molecular de los Nav esta
conformada por una subunidad a (Figura 1), formadora de poro, de
aproximadamente 2000 residuos de aminoacidos y una masa de alrededor de 250
KDa, unida a una o mas subunidades B, que cumplen la funciéon de regular la
actividad de la subunidad a (Catterall, Lenaeus, & Gamal EI-Din, 2020; Xu et al.,
2019).
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Figura 1: Dominio Formador de Poro (PD) y Dominio Sensor de Voltaje (VSD) de la subunidad o
del Nav. Tomado de Xu et al., 2019.



La subunidad principal a, consiste en un polipéptido que se pliega en forma de
tetramero con dominios homoélogos (DI-DIV), donde cada dominio contiene seis
segmentos transmembrana (S1-S6) unidos por asas mediante enlaces covalentes.
Los extremos N y C de la proteina no presentan similitudes en su secuencia de
aminoécidos (D. L. Bennett, Clark, Huang, Waxman, & Dib-Hajj, 2019).
Aproximadamente la mitad de la proteina se encuentra en el compartimiento
intracelular, un tercio de la estructura del canal esta anclada a la membrana y un

sexto esta en el compartimiento extracelular (Hanck & Fozzard, 2007).

De momento se tienen identificadas nueve isoformas de la subunidad a (Nav1.1-
Nav1.9), codificadas por los genes SCN1A-SCN5A y SCN8A-SCN11A. Una forma
de clasificar a las subunidades alfa es segun la propiedad de ser bloqueadas por
la tetrodotoxina. La tetrodotoxina (TTX) es una sustancia altamente toxica
sintetizada en los ovarios del pez globo, tiene la propiedad de bloquear los canales
de sodio al unirse al filtro de selectividad de los Nav, impidiendo la conduccién de
iones de sodio y evitando la generacién y propagacion de potenciales de accion
(Bane, Lehane, Dikshit, O'Riordan, & Furey, 2014). La resistencia a la TTX
mostrada por los canales Nav 1.5, 1.8 y 1.9, se debe a una sustitucion con
aminoacidos no aromaticos en el sitio 401 del asa del Dominio I, comparado con el
resto de los canales que poseen un anillo aroméatico en ese sitio, este intercambio
de aminoacidos reduce la sensibilidad a las concentraciones de TTX (Lee &
Ruben, 2008). En la figura 2, se muestra el arbol filogenético de los Nav y sus

caracteristicas.



Canal (Gen) Ubicacion Cromosoma Sensibilidad a
TTX

Na,1.6 (SCNSA) SNC 15 -
Na, 1.2 (SCN2A) SNC T

Na,1.1 (SCN14) SNC
Na,1.3 (SCN34) SNC 2 Sensible a TTX
Na,1.7 (SCN94) SNP Co0~Toinim)
Na, 4
’ Musculo 11
A IS Esquelético -
MNa,1.5 (SCN5A) Corazén i
Na,1.8 (SCN10A) Resistente a TTX
. SNP 4 (IC50 > 1uM)

Na,1.9 (SCNT1A SNP

Figura 2: Arbol filogenético de los canales de sodio dependientes de voltaje, su distribucion en el
cuerpo humano, cromosoma que contiene al gen y sensibilidad a TTX. Sistema Nervioso Central
(SNC), sistema nervioso periférico (SNP), tetrodotoxina (TTX). Modificado de Zimmer, T., Haufe,
V., & Blechschmidt, S., 2014.

La subunidad a morfolégicamente y para su estudio, suele dividirse en dos
regiones importes, el dominio formador de poro y el dominio sensor de voltaje. La
conformaciéon del Dominio Formador del Poro (DFP), por donde se conducen los
iones de sodio, estd dada por los segmentos S5-S6 de cada uno de los cuatro
dominios de la proteina y las asas que los conectan, mientras que el Dominio
Sensor de Voltaje (DSV) esta formado por las hélices S1-S4 de los cuatro
dominios del tetrAmero (Noreng, Li, & Payandeh, 2021). En el segmento S4 se
encuentran residuos de arginina y lisina cargados positivamente, que le otorgan al
canal, la capacidad de percibir cambios en el potencial de membrana. El DFP y el
DSV se encuentran unidos por asas, de tal modo, que cuando la célula se
despolariza, los segmentos S4 se mueven al espacio extracelular, el movimiento

induce un cambio conformacional que abre el poro del canal (Pless et al., 2014).



Gracias a la clonacién de los Nav fue posible identificar que existe una region en
todas las isoformas que esta altamente conservada entre los segmentos S5-S6,
gue se pliegan en forma de anillo y a esta region se le atribuy6 la selectividad del
canal. Sin embargo, con el paso del tiempo se descubrié que a 3 0 4 residuos
hacia el extremo C se encontraba otra regién conservada de aminoacidos que
formaban otro anillo conformado por carboxilatos-glutamato, glutamato, aspartato
y aspartato que actualmente es conocido como vestibulo externo del canal y
corresponde al sitio de unién a la TTX, cuando se elimina el glutamato del
vestibulo externo, se pierde la afinidad del canal por la TTX (Choudhary, Yotsu-
Yamashita, Shang, Yasumoto, & Dudley, 2003; Moczydlowski, 2013). La isoforma
Nav1l.5 se asocia con una resistencia a la TTX por la sustitucion en el DI del

vestibulo externo de aspartato por cisteina (Jiang et al., 2020).

Los iones de sodio (Na*) y potasio (K*) tienen un radio de 0.95 y 1.33 A, tienen
una Unica carga positiva y cuando estan hidratados es practicamente imposible
distinguir uno de otro; sin embargo, el Nav tienen la capacidad de discriminar el
Na* del K* con una razon de permeabilidad >10:1 y una velocidad de 10 millones
de iones por segundo (Hanck & Fozzard, 2007). La selectividad a los iones de
sodio por parte del Nav corre a cargo de la parte mas estrecha del canal en el
DFP, conocida como filtro de selectividad, esta region es capaz de identificar iones
con la misma carga y medida. En células eucariontes el filtro de selectividad esta
formado por la alineacion de aspartato (D) en DI, glutamato (E) en DI, lisina (K)
DIll, y alanina (A) DIV. Se ha demostrado que la presencia de Lisina es necesaria
y suficiente para producir la selectividad de sodio en los canales, una mutacion en
la expresion de este residuo disminuye drasticamente e incluso revierte la
selectividad del canal (Dudev & Lim, 2014).

Otro elemento importante en los Nav son las compuertas de inactivacion, la
compuerta esta conformada por una hélice a rigida de dos vueltas y cuatro
residuos de aminoacidos importantes: isoleucina (1), fenilalanina (F), metionina(M)
y treonina (T); estos aminoacidos son esenciales para mantener la compuerta

cerrada (Ghovanloo, Aimar, Ghadiry-Tavi, Yu, & Ruben, 2016). Una mutacion en la
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secuencia de los amino4cidos puede provocar un retraso o abolicion de la
inactivacion del canal (Payandeh, Gamal EI-Din, Scheuer, Zheng, & Catterall,
2012).

Gracias al funcionamiento de la compuerta de inactivacion, resulta posible
identificar tres estados relativamente estables de los canales Nav: en reposo
(cerrados), activados (abiertos) e inactivados (cerrados) (Catterall, Goldin, &
Waxman, 2005). La transicién entre los estados estables recibe el nombre de
“control de puerta” o regulacion. La inactivacion en los canales de sodio es un
fendbmeno sumamente importante porque corresponde al periodo refractario del
canal que impacta directamente en el establecimiento del potencial de accion y por

consecuencia en la funcion celular (Kandel et al., 2000).

Las isoformas de la subunidad a se encuentran expresadas ampliamente por todo
el organismo y sus alteraciones estan asociadas con condiciones clinicas bien

definidas, como se muestra en la Tabla 1.

Isoforma Nay Manifestacién clinica de

Sistema Nervioso Central 11,1.2,1.3,1.6 Epilepsia, migrafia, autismo,
ataxia

Retina 18,19 Proceso visual alterado

Neuronas sensoriales 1.7 Anosmia

olfatorias

Neuronas sensoriales  1.7,1.8,1.9 Tos

vagales que inervan las vias
respiratorias
Musculo Cardiaco 15,18 Sindrome de Brugada, Sindrome

del QT, fibrilacién auricular

Nervios y musculos  Nav’s sensibles a TTX Cese de la  respiracion

relacionadas con la (intoxicacion por TTX)

respiracion

Células B pancreéticas 1.7 Diabetes

Musculo Esquelético 1.4 Paralisis periddica
hiperkalémica, Paramiotonia

congénita, Pardlisis periodica
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hipokalémica

Piel 1.7,1.8 Desordenes del dolor, Comezon
paroxistica

Neuronas de los ganglios de  1.6,1.7,1.8,1.9 Desordenes del dolor, Comezén

las raices dorsales paroxistica

Células cancerigenas 1.1 — 1.9y subunidades B Ovérico, cervical, prostatico,

metastésicas mamario, colénico, pulmonar,

melanoma, linfoma.

Tabla 1: Expresion, isoformas y efectos clinicos de los Nav. Modificado de Lera Ruiz, M. and
Richard L. Kraus., 2015.

Las subunidades B de los Nav, con excepcion de la 1B, consisten en una unica
cadena de aminoacidos con un solo segmento transmembrana, un extremo N-
terminal en el dominio extracelular y un extremo C-terminal en el dominio
intracelular (O'Malley & Isom, 2015). Las subunidades B, afectan el tiempo y la
dependencia de voltaje de la subunidad principal, ademas, estan involucradas en
el ensamblaje y expresion de los canales ionicos (Bouza & Isom, 2018). De
manera interesante, se ha observado que las subunidades 3 son miembros de la
familia de las inmunoglobulinas de moléculas de adhesién celular (CAMs) lo que
les permite estar en contacto con la matriz extracelular. Hasta el momento se han
logrado identificar cuatro subunidades B distintas en los canales Nav: Na,f1 a
NavB4 (Goldin, 2001).

Hipotesis de Sodio de Hodgkin, Huxley y Katz

Una de las primeras teorias que fueron postuladas para explicar el movimiento de
iones a través de las membranas de las células excitables fue propuesta por Julius
Bernstein en 1902, en esta teoria se consideraba que cuando ocurria un aumento
inespecifico en la conductancia de la membrana plasméatica durante el potencial
de accion, el potencial de membrana tenderia a ser O minivolts porque Unicamente
tomaba en cuenta que las células eran selectivamente permeables al potasio; sin
embargo, autores como Hodgkin, Huxley, Curtis y Cole pudieron medir con gran
exactitud el valor final del potencial de membrana durante el potencial de accién y

se dieron cuenta que el valor era mucho mayor a 0 minivolts y a esa magnitud se
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le denominé sobretiro. En 1949 Hodgkin y Katz propusieron la hipétesis de sodio
en la que mencionaban que el sobretiro era consecuencia de un gran aumento en
la conductancia de sodio y que el axén de calamar no pierde permeabilidad a
potasio, como lo proponia Bernstein, en cambio, la permeabilidad se volvia
especifica para sodio, con esto se llegdé a la conclusion de que la amplitud del
potencial de accion dependia de la concentracion externa de sodio (Avila & Cruz,
2013; Carmeliet, 2019).

Potencial de accién cardiaco

Cada uno de los latidos cardiacos es resultado de procesos bien sincronizados de
iniciacion, transmision y sefalizacién eléctrica que se ven reflejados en la
contraccion de los cardiomiocitos, estos procesos son iniciados principalmente por
los canales de sodio activados por voltaje Nav1.5. El correcto funcionamiento del
coraz6n como bomba, depende de la correcta secuenciacion de la actividad
eléctrica de las células denominadas marcapasos y la propagacion de esa

actividad, a través de los ventriculos. (Li et al., 2021; Nerbonne & Kass, 2005).

La fase inicial del potencial de accion cardiaco (PAC) es denominada fase 0 y es
provocada por la rapida apertura de los canales de sodio dependientes de voltaje

Navl.5 provocando una corriente entrante de ese ion (Ina*) (Figura 3).

La fase 1 se da como resultado a una breve repolarizacién de la membrana
plasmatica, la inactivacion de los canales de Na* y la activacion de una corriente
de salida de K* a través de los Kv4.3 y 4.2; estos canales son responsables de la
corriente lp que se activa aproximadamente a -30 mV y se inactiva alrededor de
+10 mV contribuyendo también a la repolarizacién del cardiomiocito (Gaborit et al.,
2007; Virag et al., 2011).

La despolarizacion de la membrana plasmatica también activa los canales de Ca?*
tipo L estos elementos son responsables del establecimiento de la fase de meseta
o “plateau” del potencial de accion (fase 2). Esta corriente juega un papel
importante en el proceso de acople-excitacién-contraccion (Bers, 2008), ya que el

calcio que ingresa al cardiomiocito a través de los Cavl.2, es utilizado para la
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liberacion de més calcio desde el reticulo sarcopldsmico, un proceso denominado
liberacion de calcio inducida por calcio (Dibb, Eisner, & Trafford, 2007). La cinética
de estos canales ha demostrado que esta corriente se activa muy rapido y su
inactivacion no depende unicamente del valor de potencial de membrana, mas
bien est4 relacionada con las concentraciones intracelulares del ion, sin embargo,
se ha identificado que el valor medio de voltaje para este proceso de -13 mV con
una constante de tiempo de 553 ms (Lin, Aladejebi, & Hockerman, 2011;
Schneider et al., 2015; Varro et al., 2021). Existe otro tipo de corriente denominada
lcar que estd mas presente en células nodales donde se les relaciona con la
actividad marcapasos, aunque poco se conoce de ellas se sabe que son
provocadas por los Cav3.1 y 3.2 y que se activan a valores mas negativos que la
Ica. (Mangoni et al., 2006)

La fase de repolarizacion (fase 3) es causada por la inactivacion de los canales
Cav y la iniciacion de multiples corrientes de K* activadas por voltaje denominadas
“rectificadoras de salida”; las mas importantes son la Ik, lks € lkur. La Ik (rapid
delayed rectifying potassium current) es provocada por la apertura de los Kv11.1 0
hERG se activa a valores de +30 mV con una t de 31ms (Jost et al., 2005); su
inactivacion es a partir de los -40 mV (Smith, Baukrowitz, & Yellen, 1996), los
Kv11.1 se recuperan rapidamente de la inactivacién y pueden volverse a abrir en
la fase de meseta del PAC asegurando la repolarizaciéon de la membrana
plasmatica, a esto se suma su lenta inactivaciéon de 6800ms, asegurando que la

corriente se encuentra activa a lo largo del PAC (Varro et al., 2021).

La Iks es comandada por los Kv7.1, se activa lentamente a potenciales mayores a
30 mV con una t de aproximadamente 900-1000 ms (Jost, Papp, & Varro, 2007),
es por eso que se le reconoce como el componente lento de la corriente
rectificadora de salida tardia. Su inactivacién se produce con una t menor a los
200 ms a los -40 mV (Virag et al.,, 2001). Se tiene conocimiento que multiples
sustancias endogenas, tienen la capacidad de regular la corriente, entre ellas la
progesterona que puede provocar un incremento en la Iks; por otro lado,

enfermedades como la diabetes mellitus reducen la Iks (Lengyel et al., 2007;
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Odening & Koren, 2014). La lkur 0 corriente rectificadora tardia ultrarrapida se
encuentra distribuida en todo el corazdn pero parece tener una importancia mayor
en las auriculas; se activa a potenciales de membrana mayores a 0 mV con una t
de apenas 13 ms (Fedida et al., 1993), su inactivacion por otro lado, se da con una
1t de 609 ms cuando se encuentra a potenciales de membrana de +40mV, esta
corriente esta controlada por estimulacion adrenérgica a través de los receptores a
y B adrenérgicos provocado aumento Yy disminucibn de la corriente,

respectivamente (Yue, Feng, Li, & Nattel, 1996).

En la fase de reposo (fase 4 del PAC) la corriente IK1 se encarga de mantener el
potencial de membrana a valores estables por tanto esta corriente es conocida
como una rectificadora de entrada. Los canales rectificadores de entrada de
potasio Kir2.1, 2.2, 2.3 y 2.4 son complejos proteicos formados por 4 subunidades

de 2 segmentos transmembrana.
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Figura 3: Diferentes formas de potencial de accion en células cardiacas. Tomado de Nerbonne &
Kass., 2005.
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El canal hNav1.5y la corriente Ina.

El PAC es responsable de la contraccion normal del corazon, la primera fase del
PAC es iniciada por la apertura de los Nav1.5 que mueven el potencial de reposo
del cardiomiocito de -85 mV a +45 mV, por una corriente de entrada rapida de

sodio, en el estado activo del canal (Nerbonne & Kass, 2005).

La estructura del Nav1.5 es similar a la de cualquier otro canal de sodio activado
por voltaje, con cuatro dominios intercalados que se ensamblan para formar la
subunidad alfa. El Nav1.5 y el 1.7 poseen un 75% de compatibilidad en su
secuencia de aminoacidos pero tiene algunas otras particularidades que modifican
su cinética y le confieren propiedades Unicas (Jiang et al., 2020; Shen, Liu, Wu,
Lei, & Yan, 2019). Es bien sabido que la TTX tiene la capacidad de bloquear los
canales de sodio dependientes de voltaje, sin embargo, en el Nav1.5 el efecto de
la TTX es menor, esto se debe a que este canal presenta cisteina y arginina
unidas al lado extracelular del aspartato; en esos mismos sitios, el Nay1.7 (un
canal sensible a TTX) posee tirosina y aspargina. La tirosina es un componente
clave y su ausencia disminuye hasta 500 veces la afinidad del Nav1.5 por la TTX
(Sunami, Glaaser, & Fozzard, 2000).

El umbral para la activacion de los Navl.5 es muy negativo pues se activan a
aproximadamente -55 mV (Detta et al., 2015). Antoni y colaboradores refieren que
el potencial de activacion para los Navl.5 es de -50 mV. La amplitud de la
corriente Ina* €s sumamente grande, aproximadamente 100mA/cm?, esto debido a
la gran densidad de canales (Antoni, Bocker, & Eickhorn, 1988; E. S. Bennett,
2001).

Posterior a la rapida activacién, el canal debe inactivarse para asegurar las
siguientes fases del PAC, esto se logra mediante los mecanismos de inactivacion
rapida y lenta. La inactivacion rapida del Nav1.5 se produce por el mecanismo
“bola y cadena” donde el asa DIII-DIV interrumpe la conduccion de iones a traves
del canal, este proceso inicia mientras la activacion aln se esta desarrollando

(Goldfarb, 2012). La inactivacion lenta, en contraste, se lleva a cabo por un
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reordenamiento de la estructura del poro, que imp ide la conduccion de los
iones de Na*, el reordenamiento se da por el segmento S4 del DIV, el asa S5-S6
del DIl y el segmento S6 de DIl (Goldin, 2003). El valor de la constante de
inactivacion de los Navl.5 a -10 mV es de 11=0.6ms y t2=4ms, la inactivaciéon
media se logra a los -60 mV o -70 mV (Antoni et al., 1988), mientras que la
recuperacion de la inactivacion es alcanzada con una constante de tiempo de 2-20

ms a voltajes negativos (Fozzard et al., 1986).

Alteraciones en los procesos de inactivacion son responsables de patologias
cardiacas denominadas canalopatias, dentro de las que destacan, el sindrome QT

largo tipo Il 'y el sindrome de Brugada (Detta et al., 2015; Ghovanloo et al., 2016).

Desde los primeros estudios con la técnica electrofisiologica de voltage-clamp fue
posible concluir que el curso temporal de la Ina™ cardiaca es mayor en la Ina™ de
neuronas, en la figura 4 es posible observar este fendmeno pues se grafican las
variables voltaje-tiempo y corriente-tiempo para la Ina* cardiaca y neuronal, bajo

condiciones experimentales idénticas (Dudel & Rudel, 1970).
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Figura 4: Diferencias biofisicas entre la INa* cardiaca y neuronal. Tomado de Dudel & Rudel., 1970.
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Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide esta conformado por genes que codifican receptores
especificos para cannabinoides, sustancias endocannabinoides (eCBs) y las
enzimas relacionadas con los procesos de sintesis y degradacion de estas
sustancias. Con el paso de los afios el sistema endocannabinoide ha sido
estudiado dejando ver que se trata de una red muy compleja y cuyos elementos se
distribuyen casi de forma ubicua en el organismo. En los ultimos afios, este
sistema ha sido relacionado con procesos fisiologicos y desérdenes neuroldgicos
como la cognicion, ansiedad, depresion, entre otros. La evidencia actual de los
efectos de los cannabinoides y endocannabinoides sobre el organismo, han
llevado a apoyar estudios cientificos, la regulacion y prescripcion terapéutica de
estas sustancias y con ello se ha abierto un amplio abanico de posibilidades para

involucrarlas (Joshi & Onaivi, 2019).

Receptores cannabinoides

La primera evidencia de que los cannabinoides tienen receptores especificos en el
cuerpo humano fue publicada por Howlett y colaboradores en 1988 (Devane et al.,
1992), él pudo confirmar que la accidén de estas sustancias tiene la capacidad de
inhibir la enzima adenilato ciclasa y que el nivel de las respuestas obtenidas es
dependiente de la dosis. En 1990 Matsuda y colaboradores pudieron clonar el
primer receptor cannabinoide denominado CB1, mientras que un segundo receptor
periférico CB2 fue identificado por Munro y colaboradores en 1993. Las dos
proteinas descritas pertenecen a la familia de los receptores acoplados a proteina
G (GPCRs) y comparten un 48% de similitud en la secuencia de aminoacidos
(Matsuda, Lolait, Brownstein, Young, & Bonner, 1990; Munro, Thomas, & Abu-
Shaar, 1993).

Receptor CB1

Aungue inicialmente se propuso gque los receptores CB:1 Unicamente estaban

distribuidos en el cerebro, actualmente tenemos conocimiento que este receptor
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se encuentra en otros tejidos periféricos como la médula espinal, sistema nervioso
periférico, células del sistema inmune, glandulas adrenales, corazon, hipofisis,
pulmones, aparato reproductivo, tracto gastrointestinal, por mencionar algunos;
estos hallazgos han sido posibles gracias al desarrollo de tecnologia y técnicas
microscopicas que nos han acercado al conocimiento de la morfologia vy
distribucion de estos receptores (Cristino, Imperatore, & Di Marzo, 2017; Howlett et
al., 2002).

El receptor CB1 se encuentra presente durante todo el curso y desarrollo de la vida
humana, incluso hay evidencia de que estos receptores se expresan desde el
desarrollo embriolégico, lo que sugiere una gran participacion en el desarrollo del
sistema nervioso. La distribucion de estos receptores varia segun la etapa de
desarrollo que se esté analizando, por ejemplo, algunos autores mencionan que el
namero de receptores expresados en cerebros de rata aumentan cuando se pasa
de la adolescencia a la etapa adulta y que en los primeros afios de vida se pueden
localizar mas receptores en la sustancia blanca mientras que en la adultez esta

condicion se revierte (Duranti et al., 2022; Verdurand et al., 2011).

Un hallazgo importante fue descubrir que los CB1 se expresan en las sinapsis del
sistema nervioso y especificamente en las células presinpticas, en las que
cumplen la funcion de regular la liberacion de neurotransmisores como GABA o
glutamato a través de la inhibicion de canales de calcio dependientes de voltaje,
esta parece ser la tarea mas importante del sistema endocannabinoide (Howlett et
al., 2002; Katona & Freund, 2008). En estudios un poco mas recientes se ha
podido aislar a los CB1 en las membranas externas de las mitocondrias en donde
se les ha relacionado con la inhibicion del transporte de electrones, teniendo
influencias en el metabolismo de las neuronas e impactando en la memoria
(Hebert-Chatelain et al., 2016).

Segun los analisis de cristalografia, el receptor CB1 estd conformado por 7
segmentos transmembrana (I-VIl), unidos por 3 asas extracelulares (ECL1-3), 3
asas intracelulares (ICL1-3) y una hélice anfipatica VIII; en los residuos 99-112 del

extremo N terminal se forma un bucle en forma de V, que funciona como un tapon
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que evita la union la union de un ligando con el receptor desde el ambiente
extracelular. Se ha demostrado que la ECL2 es la responsable del correcto
funcionamiento del receptor, esta asa esta formada por 21 residuos y las cisteinas
del sitio 257 y 271 son criticas para la funcion del receptor (Fay, Dunham, &
Farrens, 2005).

AM6538

Figura 5: Estructura del receptor CB1 unido al analogo cannabinoide AM6538. a) Vista lateral b)
vista superior. Tomado de Hua et al., 2016.

Receptor CB2

Al igual que cuando se descubrid el CB1, los receptores CB: inicialmente se creia
gue estaban distribuidos en un solo sistema corporal, en este caso el sistema
inmune, pues fueron identificados en linfocitos B, linfocitos T, monocitos, en

nddulos linfaticos y el vaso (Howlett et al., 2002).

Con el paso de los afios y segun las observaciones de algunos cientificos se
propuso que los CB:2 podian expresarse en el cerebro de los mamiferos y el
sistema nervioso central, pero Unicamente en condiciones patoldgicas (Pacher &
Mechoulam, 2011). En la actualidad, tenemos el conocimiento de que los
receptores CB:2 se pueden identificar en el cerebro sin la necesidad de que exista
patologia, estan distribuidos sobre todo en las células posinapticas y los reportes

actuales muestran que la activacion de estos receptores conduce a una
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hiperpolarizacion de larga duracion al modificar la cinética de los

cotransportadores sodio-bicarbonato (Stumpf et al., 2018).

Otros receptores para cannabinoides

Ademas de los CB1 y CB2 se han podido asociar a sustancias cannabinoides a
otros receptores, estos son los TRPV1, PPARy y PPARg; siendo el mas estudiado,
el canal TRPVL1. El canal TRPV1 se encuentra distribuido por todo el organismo,
es posible encontrarlo en el 50% de las neuronas sensoriales somaticas y
viscerales, en la asta posterior de la médula espinal, en el hipocampo y cerebelo,
también se expresa en neuronas perivasculares donde su activacion induce
vasodilatacién por la liberacién del péptido relacionado con el gen de calcitonina
(CGRP). La activacién del TRPV1 se ha asociado con el establecimiento de una
corriente entrante de Ca?* y despolarizacién de la membrana plasmatica, por lo
tanto, regula la liberacion de neurotransmisores como GABA y glutamato. La
estructura del TRPV1 es homdloga al canal de potasio activado por voltaje (Kv)
con 4 dominios homologos de 6 segmentos transmembrana cada uno y los
extremos C y N en el espacio intracelular (Bevan, Quallo, & Andersson, 2014;
Cristino, Bisogno, & Di Marzo, 2020). Se ha propuesto que el TRPV1 y el CB:
comparten los ligandos para anandamida (Lowin & Straub, 2015).

Por dltimo, los receptores PPARy y PPARa (Figura 6) estan distribuidos en
astrocitos, neuronas y microglia, se ha asociado a estos receptores con efectos
antiinflamatorios y neuroprotectores en estadios agudos y crénicos de lesiones
celulares como trauma o isquemia. La estructura de estos canales consta de
cuatro dominios denominados A/B, C, D y E/F; en el dominio A/B posee un sitio
independiente a la union a ligando, responsable de la actividad transcripcional del
canal y en el dominio E/F esta el sitio de union a ligando donde se unen ligandos

endocannabinoides, en especial, la anandamida (lannotti & Vitale, 2021).
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Figura 6: Estructura del receptor PPAR. Tomado de lannotti &Vitale., 2021.

Sustancias cannabinoides y endocannabinoides

Desde hace mas de cien afos, se registraron intentos por purificar y aislar los
compuestos activos que la dan las propiedades inquietantes a la marihuana
(Cannabis sativa), sin embargo y debido a la complejidad de esa tarea, todos los
intentos por dilucidar el principal componente entre las mas de 60 sustancias que
componen a la planta fueron en vano. No fue hasta 1964 cuando Gaoni y
Mechoulam utilizaron las técnicas de separacion mas novedosas en ese tiempo
para al fin identificar al A°-tetrahidrocannabinol (THC) como el principal
responsable de las propiedades de la marihuana, en la década de 1960 también
se pudo conocer otro elemento con estructura similar al THC, el cannabidiol (CBD)
al que no se le dio la importancia que merecia porque no parecia tener los efectos
mas evidentes sobre el sistema nervioso central como el THC, pero que desde
hace algunas décadas ha sido blanco de investigaciones donde se ha demostrado

su accion como un potente antinflamatorio (Mechoulam & Parker, 2013).

El THC y el CBD son compuestos derivados de sus precursores: el acido A°-
tetrahidrocannabinolico (THCA) y el acido cannabidiolico respectivamente, que

sufren un proceso de descarboxilacion por accion de la luz y la temperatura.
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El THC generalmente es introducido al organismo por la inhalacion de cigarrillos,
la ingesta de capsulas de dronabinol o mezclado con alimentos y liquidos,
dependiendo de la via de administracion la absorcion puede ir de 5 y hasta los 120
minutos, llegando al torrente circulatorio donde es distribuido en un 90% en el
plasma y el 10 % en los globulos rojos. Posteriormente, es llevado a los tejidos
con alta vascularizacion como el higado, corazon, la grasa, pulmones, intestino,
riion, vaso, placenta y corteza adrenal. El metabolismo del THC esta dado en el
higado por la enzima P450 y su eliminacion es lenta debido a la redistribucion de
los tejidos al plasma, es excretado principalmente en orina y heces fecales. Casi
todas las acciones provocadas por el THC se dan como respuesta a interacciones

agonistas-antagonistas (Grotenhermen, 2003).

En la tabla 2 se enlistan los efectos del THC en los diferentes sistemas corporales

por la estimulacién del sistema endocannabinoide.

Sistema corporal Efectos

Psique y percepcion Fatiga, euforia, sensacién de bienestar, disforia, ansiedad, reduccién de la
ansiedad, despersonalizacion, aumento de la percepcion sensorial, aumento
de la experiencia sexual, alucinaciones, alteracion de la percepcion del

tiempo, agravamiento de los estados psicéticos, suefio.

Cognicién y desempefio | Pensamiento fragmentado, aumento de la creatividad, alteracion de la
psicomotor memoria, marcha inestable, ataxia, dificultad para hablar, debilidad, deterioro

0 mejora de la coordinacion motora.

Sistema Nervioso Analgesia, relajacion muscular, estimulacién del apetito, vémitos, efectos
antieméticos, neuroproteccion en caso de isquemia e hipoxia.

Temperatura corporal Disminucion de la temperatura corporal.

Sistema Cardiovascular Taquicardia, aumento de la actividad cardiaca, aumento del gasto cardiaco,
aumento de la demanda de oxigeno, vasodilatacion, hipotension ortostatica,
hipertension (en posicion horizontal), inhibicion de la agregacion plaguetaria.

Ojos Conjuntivas enrojecidas, reduccion del flujo lagrimal, disminuciéon de la

presion intraocular.

Sistema Respiratorio Broncodilatacion.

Tracto Gastrointestinal Hiposalivacion y sequedad de boca, reduccion de los movimientos

intestinales y retraso en el vaciado gastrico.

Sistema Hormonal Influencia sobre la hormona luteinizante, la hormona foliculoestimulante, la
testosterona, prolactina, somatotropina, hormona estimulante de la tiroides,
metabolismo de la glucosa, reduccion del recuento y la movilidad de los
espermatozoides, alteracién del ciclo menstrual y supresién de la ovulacion.
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Sistema Inmune Alteracion de la inmunidad celular y humoral, estimulacién inmunolégica,

efectos antiinflamatorios y antialérgicos.

Desarrollo Fetal Malformaciones, retraso en el crecimiento, alteracion del desarrollo cerebral

fetal y postnatal desarrollo cerebral, deterioro de las funciones cognitivas.

Material genético y cancer | Actividad antineoplasica, inhibicion de la sintesis de ADN, ARN y proteinas.

Tabla 2: Efectos fisiolégicos del THC, reportados en estudios in vivo o in vitro. Tomado de
Grotenhermen., 2003.

La farmacocinética del CBD depende de la via de administracion del compuesto,
siendo la administracion oral y la inhalacion las principales formas en las que se
administra. Tanto la farmacocinética como la farmacodinamia son dependientes de
la dosis. Cuando se administra CBD por via oral, apenas se alcanza un 6% de
biodisponibilidad, porque la sustancia es altamente lipolitica, sin embargo, la
biodisponibilidad puede subir a 12-20% cuando se toma con alimentos, en esta
misma via de administracién, se consiguen las concentraciones maximas en la
sangre luego de 2.5-5 horas; en contraste, cuando se inhala el CBD se logra una
biodisponibilidad del 30% y la concentracibn maxima en sangre se obtiene
después de 3-10 minutos. El metabolismo de la sustancia se da casi por completo
en el higado por accion de la enzima CYP450 (Alves, Amaral, Teixeira, & Correia-
da-Silva, 2020).

Anandamida

El araquidoniletanolamida (AEA) o anandamida fue la primera sustancia enddégena
identificada en el organismo con la capacidad de activar el sistema
endocannabinoide, fue denominada de esta manera por la referencia a la palabra
del sanscrito ananda que significa felicidad, dicha o placer. Se trata de una amida
de &cido graso, su sintesis en el organismo requiere al acido araquidénico que se
une a una fosfatidiletanolamina para formar N-araquidonil fosfatidiletanolamina, la
liberacion de la AEA requiere actividad de varias fosfolipasas, se ha podido
evidenciar este proceso en neuronas involucradas en la memoria, procesos de

pensamiento superior, en el hipocampo, tadlamo, corteza cerebral, nucleo estriado
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y en menor medida en cerebelo, bulbo raquideo y protuberancia (Crocq, 2020;
Smita, Sushil Kumar, & Premendran, 2007).

Ya que la AEA es una sustancia lipofilica, puede facilmente difundir a través de las
membranas plasmaticas y no necesita ser almacenado en vesiculas, por esta
razon es que la AEA no es considerado un neurotransmisor clasico. EI mecanismo
de accion de esta sustancia se da como respuesta a la unién con receptores del
sistema endocannabinoide CB1 y CBa2, el efecto principal de la anandamida es
inhibir la actividad de la adenilato ciclasa provocando una disminucion de las

concentraciones intracelulares de AMPc (Biringer, 2021).

Antecedentes Especificos

Como se ha descrito antes, el sistema endocannabinoide tiene participacion en
todos los sistemas corporales del ser humano, sin embargo para muchos
investigadores ha resultado interesante estudiar la relacion de los cannabinoides
con el sistema cardiovascular, por la evidente manifestacion de sus signos y
sintomas y el impacto que tiene en la vida. En la figura 7 se muestra un mapa de
la distribucién del sistema endocannabinoide en las diferentes lineas celulares que
estan conformando al corazon, asi como las sustancias que principalmente estan

involucradas en la estimulacion de dichos receptores
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Figura 7: Mapeo de los tipos celulares del corazén, sus receptores sensibles a endocannabinoides
y las principales sustancias estimuladoras. Tomado de Puhl, 2020.
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Los efectos fisiologicos sobre el corazon relacionados con el sistema
endocannabinoide parecen estar gobernados por los receptores CB1 ya que
cuando son estimulados se han podido identificar efectos negativos en el
cronotropismo e inotropismo, asi como respuestas vasodilatadoras, estos efectos
se pueden explicar en gran medida por la liberacibn de neurotransmisores
derivado de la estimulacion de receptores CBi1 de neuronas, sin embargo, los
endocannabinoides también pueden provocar respuestas locales en células como
los cardiomiocitos, células endoteliales o células de musculo liso vascular (Puhl,
2020).

Actualmente se cuenta con evidencia de la modulacion que sufren los canales
ibnicos dependientes de voltaje por la interaccién con sustancias cannabinoides.
Por ejemplo, en un estudio publicado en 2014 por Foadi y colaboradores, se
demostré que el &cido ajulémico, un derivado sintético del THC, tiene la capacidad
de inhibir las isoformas Nav1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.7 y 1.8; expresadas en células HEK
293, segun los resultados de estos autores, la inhibicion media de la corriente de
sodio se consigue con apenas 10 uM de la sustancia, lo que deja claro la potencia
de bloqueo de los cannabinoides (Foadi et al., 2014). Un estudio del 2022
publicado por Marchese y colaboradores en el que se expreso el canal Nav1.9 en
células CHO-K1 se probdé otra sustancia cannabinoide denominada ACEA
(araquidonil-2-cloroetilamina), demostrando que con 10 pM fue posible una
reduccion de la corriente de sodio del 50%. Ademas, este estudio sugiere
mediante “modelaje in silico”, que la ACEA y posiblemente otras sustancias
cannabinoides, podrian tener compartir como sitio de union el utilizado por los

anestésicos locales (Marchese-Rojas et al., 2022).

El AEA también se ha podido relacionar con cambios en la actividad eléctrica de
las células excitables a través de modulacion de canales ionicos activados por
voltaje (Figura 8). En un estudio publicado por Okura y cols. se estudiaron las
respuestas en las corrientes de sodio provocadas por los canales Nav1.2, 1.6, 1.7
y 1.8 en ovocitos de Xenopus laevis, mediante la técnica de voltage-clamp,

encontrando que la anandamida inhibe las corrientes de sodio al bloquear los
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canales en estado inactivo, disminuyendo la cantidad de canales disponibles para

la conduccién de Na*. (Okura et al., 2014).
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Figura 8: Efecto inhibitorio del AEA en el pico de la corriente de entrada de Na* en diferentes
isoformas Nay. Tomado de Okuray cols., 2014.
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La AEA también ha demostrado modular los canales de K* dependientes de
voltaje. Amords y cols. expresaron canales Kv3.4, responsables de la corriente lio1,
en células CHO, que no expresan receptores CB para estudiar los efectos de
diferentes endocannabinoides utilizando la técnica de voltage-clamp de célula
completa; demostrando que los endocannabinoides incluyendo la AEA tienen la
capacidad de inhibir las corrientes lwo1, responsables de la amplitud y duracion de
la fase de meseta del potencial de accion cardiaco. La inhibicién de las corrientes
lto1, €S dependiente de la concentracion del endocannabinoide y ademas mientras
mas larga sea la cadena del acido graso, se ha reportado mayor bloqueo de los
canales. Es importante mencionar que aunque no se ha descrito un mecanismo de
bloqueo del canal, se sabe que los endocannabinoides ejercen su accion desde el
exterior de la célula y un probable sitio de union podria ser el segmento S6 del

dominio | del canal (Amoros et al., 2010; Xiao et al., 2001).

Con esta informacion podemos plantear una relaciébn entre las sustancias
cannabinoides y los canales Navl1.5. El objetivo de este estudio es determinar
cudles son los efectos electrofisiolégicos del A°-tetrahidrocannabinol sobre los

canales de sodio hNav 1.5.
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JUSTIFICACION

Desde que los cannabinoides fueron descubiertos se han estudiado sus efectos y
los sistemas implicados en el mecanismo de accion de tales sustancias, logrando
importantes avances que han podido dilucidar los efectos terapéuticos de estas
sustancias, impactando en la comprension de procesos fisiolégicos importantes
como el dolor. Existe evidencia que demuestra la notable modulacién que sufren
los canales ionicos activados por voltaje, relacionados con el establecimiento y
propagacion del potencial de accion celular, cuando se les hace interactuar con
sustancias endocannabinoides como la anandamida, estas interacciones se han
estudiado sobre todo en isoformas expresadas en células del sistema nervioso
como los Nav1.2, Nav1.6, Nav1.7, Nav1.8 y Nav1.9; sin embargo, poca informacion
se tiene sobre los efectos electrofisiologicos de las sustancias cannabinoides y en
especial del AS-tetrahidrocannabinol en isoformas como la Navl.5, presente en
células cardiacas. Por lo antes mencionado, resulta pertinente estudiar los efectos
que produce el A°-tetrahidrocannabinol en los Navl.5 expresados de forma
heter6loga en ovocitos de rana Xenopus laevis, con el fin de esclarecer los
mecanismos de dicha sustancia en esta isoforma y su efecto en el potencial de

accion cardiaco y con ello aproximar sus efectos a la fisiologia del corazén.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aungue la investigacion de los mecanismos de accion de los cannabinoides ha
comenzado hace muchos afios atras, debido a los dilemas bioéticos derivados del
manejo y experimentacion con estas sustancias, ha sido complicado obtener basta
informacion respecto a procesos moleculares desencadenados por la interaccion
de membranas celulares con tales sustancias. Derivado de esta problematica,
aunque se cuenta con informacién sobre los efectos de sustancias como la
anandamida en canales ionicos activados por voltaje, aun quedan algunas
preguntas sin responder acerca de |lo que ocurre en sistemas corporales diferentes
al sistema nervioso, cuando se les hace interactuar con cannabinoides, donde la

evidencia publicada no arroja suficiente informacion.
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Es por lo antes mencionado que surge la pregunta de investigacion. ¢De qué
manera el A°-tetrahidrocannabinol modula los canales iénicos activados por voltaje
hNavl1.5?

HIPOTESIS CIENTIFICA

El A%-tetrahidrocannabinol reduce la corriente i6nica de sodio a través de los

canales hNav1.5 expresados en ovocitos de rana Xenopus laevis.

OBJETIVOS

Objetivo General

e Determinar los efectos electrofisiolégicos del A%-tetrahidrocannabinol sobre
los canales de sodio hNav1l.5 expresados en ovocitos de rana Xenopus

laevis.

Objetivos Especificos

e Determinar la concentracion efectiva 50 (ECso) del A°-tetrahidrocannabinol
sobre la corriente de sodio del hNav1.5.

e Determinar la relacién corriente-voltaje, inactivacion de estado estable,
conductancia, recuperacion de la inactivacion y dependencia de uso
frecuencia de la corriente de sodio del canal hNavl1.5.

e Analizar los datos obtenidos y determinar el efecto del A°-

tetrahidrocannabinol sobre la Ina™.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcién General

Para la realizacion de este proyecto de investigacion se llevo a cabo la siguiente

secuencia de pasos:

= Amplificacion y purificacion del ADNc del canal hNav1.5.

= Obtencidn de ovocitos de rana Xenopus laevis.

= Expresion heterdloga del canal hNavl.5 en ovocitos de rana Xenopus
laevis.

» Registro electrofisiol6gico de las células que han expresado el canal.

= Andlisis estadistico de los datos obtenidos.

Técnicas y Procedimientos

Amplificacién y purificacion del ADNc del canal hNay1.5

La amplificacion del ADNc del canal hNav1.5 se llevd a cabo a partir de bacterias
competentes One Shot® (TermoFisher Scientific — Cat. 4040-10), es decir, con el
gen de interés. El primer paso para la amplificacion fue realizar un precultivo en
medio LB-Broth para asegurar el crecimiento bacteriano; una vez asegurado un
aumento en la poblacion bacteriana, se procedié a realizar un cultivo masivo para
posteriormente realizar la extraccion del ADN mediante el kit Hi Speed Plasmid
Midi (No. 12643, QIAGEN). Finalmente se determind la identidad del ADNc
obtenido y la concentracidon de este mediante espectofotometria.

Preparacion del medio LB
Se prepararon 350 ml de medio LB a razén de 20 g de cultivo por cada 1000 ml de
agua tridestilada (7g para 350 ml). Se ajusté el pH del medio de cultivo a 7.30 con

solucion NaOH 1M. El medio de cultivo se esterilizé en una autoclave a 15 psi de

presion durante 20 min.
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Precultivo

La preparacion del precultivo se llevé a cabo bajo una campana de flujo laminar en
condiciones estériles. En dos tubos Falcon de 15 ml se agregaron 3 ml de medio
de cultivo LB, previamente esterilizado; y el antibidtico pertinente, para este caso:
ampicilina a una concentracion de 120 pg/ml. Posteriormente se agregaron 200 pl
de bacterias con el ADNc de interés. Los cultivos se incubaron a 37°C en agitacion

constante de 170 rpm, durante 24 horas.

Cultivo Masivo

Una vez que se determind la viabilidad del precultivo, se colocaron 100 ml de
medio LB en 3 matraces. Posteriormente a cada matraz se agregé ampicilina con
la misma concentracién que el precultivo, mas 1 ml de precultivo que contiene las
bacterias con el plasmido de interés. De igual manera, las bacterias se incubaron
a 37°C durante 24 horas.

Purificacion del ADNc

Para extraer el ADN plasmidico del cultivo se utiliz6 el Kit Hi Speed Plasmid Midi
(No. 12643, QIAGEN). El volumen de los matraces que contenian el cultivo masivo
se reparti6 en 6 tubos de ensayo de 30 ml para ser centrifugados a 5000 rpm
durante 8 min a una temperatura de 4°C. Posterior a la centrifugacion, se eliminé
el sobrenadante y se agreg6 en cada tubo 6 ml de buffer de resuspension; el
contenido de los 6 tubos se coloc6 en uno solo y se agregaron 6 ml de buffer de

lisis hasta obtener una suspension de color azul.

Una vez completado el paso anterior, se agregaron 6 ml de buffer de
neutralizacion y se mezclé por inversion hasta que el color azul desaparecio, esta
suspension se transfiri6 a una jeringa con tapén vy filtro, se dejé incubar a
temperatura ambiente por 10 minutos. Durante este periodo de tiempo se equilibrd
la columna con 4 ml de buffer de equilibrio QBT y una vez pasaron los 10 minutos
se removid la tapa del filtro Cartridge, se inserté el émbolo y se filtré el lisado

bacteriano dentro de la columna Hi Speed Midi.
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Se realiz6 un lavado de la columna con 20 ml de buffer QC y se recuper6 el ADN
atrapado en la resina de la columna con 5 ml de buffer de elusién QF en un tubo
de 15 ml.

Se precipitd el ADN adicionando 3.5 ml de isopropanol al tubo con el filtrado, se
agitdé el tubo en un equipo vortex y se incubd la mezcla durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Durante la incubacion se removio el émbolo de la jeringa
de 20 ml y en su lugar se adapté el filtro precipitador QIA Midi. Una vez
transcurridos los 5 minutos se transfirid el contenido del tubo a la jeringa y se filtro
aplicando una presion suave en el émbolo, se removio el filtro precipitador, se

colocdé nuevamente y se lavé con 2 ml de etanol al 70%.

De nueva cuenta se removio el filtro QIA Midi para retirar el émbolo de la jeringa y

una vez mas se colocoé el filtro para introducir aire y secar el filtro.

En la jeringa de 5 ml se colocé el precipitador QIA Midi, agregando 500 pul de
buffer TE, se colocé el émbolo y se recupero el filtrado en con el ADN plasmidico
ultrapuro en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml. Este ultimo paso se repitido 2

veces.

Comprobacién del ADNc y determinacion de la concentracion

La concentracién del ADN obtenido se obtuvo mediante un espectofotdmetro

NanoDrop 2000 con absorbancias de 260 y 280 nm.

El patron del ADN se realizé con el corte de una muestra del plasmido con la
enzima de restriccion BamHI, la enzima realiza 4 cortes en el plasmido generando
4 bandas con pesos moleculares de 6000, 2000, 1800 y 1500 pb. Se realizd
electroforesis en un gel de agarosa al 8% en solucion TBE 0.5X, 1 pl de bromuro
de etilo como colorante; se corrieron 3 muestras en tres pozos diferentes de una
camara de electroforesis: ADN control, ADN cortado con BamHI y ADN marcador
de peso molecular. La fuente de poder para la electrdlisis se fijo a 100 V, 80 mA
durante 30 minutos. Posterior a ese tiempo, el gel se observd en un

transiluminador donde se compararon las muestras.
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Farmacos y Soluciones

Farmacos

e THC A-D3 (THC-A-D3) SOLN 100&#924; G/ML en Acetonitrilo. Sigma-
Aldrich Co. S. Louis, MO.

Soluciones

1. Solucion OR-2 (en mM): NaCl 82.5; KCI 2.5; MgClz 1; HEPES 5. pH 7.6.

2. Solucién ND-96 (en mM): NaCl 96; KCI 2.5; MgClz 1; CaClz 1.8; HEPES 5;
acido piravico 5; teofilina 0.5; gentamicina 50 pg/ml. pH 7.6.

3. Solucion para registro (en mM): NaCl 96; KCI 2.5; MgCI2 1, BaCl2 1,
HEPES 5. pH 7.6.

4. Soluciones con THC: ElI THC fue tomado de una preparacion stock y se
diluyé en solucién de registro hasta alcanzar las concentraciones deseadas.
pH 7.6

Metodologia para la obtenciéon de ovocitos
Modelo

La rana Xenopus laevis es una especie endémica de Sudéfrica que en primera
instancia sirvi6 como modelo de estudio para entender la fisiologia muscular y
renal, e incluso se ha utilizado para desarrollar herramientas de diagnéstico como
pruebas de embarazo. En 1971 Gurdon y cols. utilizaron los ovocitos de la rana
Xenopus laevis para estudiar la expresion heterdloga de hemoglobina mediante la
inyeccion de estas células con ARNm; desde entonces, los ovocitos de esta rana
han sido apreciados en laboratorios donde las lineas de investigacioén se basan en
el estudio de la funcién de las proteinas, por la relativa facilidad en el proceso de
expresion y el bajo costo del procedimiento (Bhatt et al., 2022; Wagner, Friedrich,
Setiawan, Lang, & Broer, 2000). La clasificacion de Dumont permite agrupar a los
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ovocitos del | al VI segun su estado de maduracion, siendo los més utilizados, los
ovocitos en estados del IV al VI, debido a que han alcanzado un tamafio entre 1.1-
1.3 mm con un contenido de aproximadamente 1 pL y morfolégicamente se
pueden diferenciar perfectamente una regién clara conocida como polo vegetal y
una regién oscura conocida como polo animal (Rasar & Hammes, 2006).

Una de las aplicaciones mas fascinantes del estudio de proteinas expresadas en
ovocitos, es el estudio de canales ionicos; el procedimiento consiste en la
inyecciéon de ARNm o ADNc para la expresion del canal deseado convirtiendo al
ovocito en una célula capaz de responder a estimulos eléctricos. Con la ayuda de
equipos de electrofisiologia es posible realizar técnicas como el Patch-Clamp para
estudiar las caracteristicas biofisicas de los canales y las posibilidades se amplian
cuando se hace interaccionar a los canales con otras sustancias o farmacos
(Guan, Chen, & Zhang, 2013).

Anestesia

Se selecciond una rana Xenopus laevis (Xenopus 1; Ann Arbor, MI. USA) y se
anestesio al colocarla en inmersién en una solucién de &cido-3-amino-benzoico-
etil-éster (Tricaina; 19 Sigma Chemical Co. S. Louis, MO) al 0.2%, durante 30
minutos; posteriormente se asegurd que la rana estuviera en anestesia profunda y
se sometid a cirugia abdominal para remover los I6bulos ovéaricos que contienen a

los ovocitos.

Cirugia

Se realiz6 una incision de aproximadamente 5 mm en los cuadrantes 7 o 9 del
abdomen de la rana, la incisién se realizé por separado en los tres planos de
tejido: piel, fascia y muasculo. Una vez en la cavidad abdominal se removieron
secciones de lobulos ovaricos cortando porciones de aproximadamente 1 cm. Una
vez obtenido el volumen de células deseado, se procedidé a cerrar con puntos de

sutura los planos de tejido por separado. Se mantuvo a la rana sobre un bloque de
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hielo para asegurar la anestesia por frio. La piel de la rana se mantuvo hidratada

en todo momento durante la cirugia.

Proceso Enzimético

Una vez cortados los lobulos ovaricos, se colocaron en un tubo de ensayo con
colagenasa de Clostridium histolyticum (Colagenasa tipo 1A; Sigma Chemical Co.
S. Louis, MO) a una concentracion de 1.4 mg/ml, disuelta en solucién OR-2. El
tubo de ensayo se sometid a agitacion mecéanica durante dos periodos de 30
minutos cada uno y un tercer periodo de duracién variable. Entre cada periodo de
agitacion se realiz6 un lavado con solucion OR-2 para remover los desechos de la
digestion enzimatica y se renovo la solucién con la enzima. Una vez finalizado el
proceso enzimatico, los ovocitos se colocaron en una caja Petri con solucion ND-

96 y se dejaron reposar a 4°C durante 12 horas antes de su manejo y seleccién.

Seleccion de ovocitos

Se seleccionaron los ovocitos que cumplieran los siguientes criterios de inclusion:
una forma esférica bien definida con una clara divisién entre los polos animal y
vegetal, un tamafio de aproximadamente 1 mm de diAmetro, que corresponde a
los estadios V-VI en la escala de Dumont. Se seleccionaron grupos de entre 40 y
70 ovocitos para la inyeccién con ADNCc.

Metodologia para la expresion heteréloga del hNav1.5.
Inyeccién de ovocitos

Para la microinyeccion de los ovocitos se empled un microinyector automatico
(Nanoliter 2000 Pump-head y Micto4dTM pump controller, WPI, Sarasota, FL.
USA). Los ovocitos que cumplieron los criterios de inclusion fueron inyectados con
aproximadamente 30 nl de una dilucion de ADNc que codifica para la subunidad a
del hNav1.5 y agua inyectable en una proporcion 1:0.7. Para la inyeccion se utilizd
una punta de borosilicato de 5-10 um, cargada con 5 pl de ADNc + agua esteéril.
Posterior a la inyeccion, los ovocitos se incubaron a 18-20°C en solucion ND-96
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durante 18 a 48 horas, hasta el momento de su registro. El porcentaje de
expresion de la proteina se evalu6 de manera directa al momento del registro

electrofisiolégico al medir la amplitud de corriente de cada célula.

Metodologia del registro electrofisioldgico

El registro electrofisioldgico de los ovocitos se realizd con la técnica de fijacion de
voltaje con dos microelectrodos; para visualizar a la célula y realizar la técnica de
voltage-clamp, se utilizé6 un estereoscopio IROSCOPE® NZ-14T; para el registro
de las corrientes de sodio (Ina*), se utilizé un amplificador Warner OC-725C
(Warner Instrument Corp., Hamden, CT. USA), controlado por el software pClamp
10.2 (Axon Instrument, Union City, CA, USA), a través de un convertidor
analdgico-digital de 16 bits Digidata 1440A (Axon Instrument, Union City, CA,
USA.). Los electrodos de borosilicato (TW120F-6, WPI, Sarasota, FL, USA), se
fabricaron en un puller modelo P-97(Sutter Instrument Co.); se llenaron con KCI

3M, alcanzando una resistencia final de entre 0.5y 1.5 MQ.

Durante la implementacion de los protocolos experimentales se mantuvo un flujo
constante de solucion de registro en un cdmara de aproximadamente 1.2 ml. Para
la perfusidn de la célula se utilizd un sistema de valvulas operadas desde la PC, a
través de un circuito programable (Val-508®, CIDES Tecnologia, Puebla. Pue.
México). El sistema permiti6 una velocidad de perfusion de 1.5 ml/min,
consiguiendo un recambio total de la solucion de registro de la camara en

aproximadamente 1 minuto.

Criterios de inclusién y exclusion

Solo se registraron ovocitos con corrientes mayores a 1 A y menores a 6 pA, y

con una corriente de fuga menor a 0.1 YA para reducir errores.
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Aplicacion de THC

Los ovocitos que expresaron el canal hNav1.5 , se registraron en tres condiciones
diferentes: control, THC y lavado. En primer lugar, se aplicaron los protocolos
experimentales en condicion control, es decir, Unicamente perfundidos por
solucion de registro; posteriormente se volvieron a registrar los protocolos en
presencia de THC diluido en solucion de registro; por ultimo, se realizé un lavado
del THC con solucién de registro y se registraron una vez mas los protocolos

electrofisiolégicos.

Protocolos Experimentales

Para generar la corriente de sodio y estudiar los diferentes comportamientos del

canal se implementaron los siguientes protocolos electrofisiologicos:

Protocolo I. Relacion Corriente - Voltaje (1V)

Partiendo de un potencial de reposo de -100 mV se aplicaron pulsos
despolarizantes con incrementos de 10 mV y una duracion de 30 ms hasta
alcanzar un maximo de +50 mV. Para construir la grafica de relacién corriente-
voltaje, se obtuvo la magnitud del pico maximo de corriente en cada paso de
voltaje y se normaliz6 con el pico maximo de corriente obtenida en condiciones
control. Los valores fueron graficados en funcion del potencial de membrana (Em).
También se determind el voltaje en el que se obtiene la maxima amplitud de
corriente, para utilizarlo en protocolos posteriores, para este estudio fue cercano a
los -30 mV.

30ms

+50 mV

-100 mV
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Determinacion de la concentracién efectiva 50 (ECso)

Para determinar la concentracién de THC que provoca una disminucién del 50%
en la corriente entrante de sodio a través de los hNavl.5; se aplicaron diferentes
concentraciones (1 puM, 3uM, 10 uM y 30 uM), los resultados se ajustaron con la

ecuacion de Hill:
),’k
ECéco + x"

Donde y es la corriente inhibida normalizada; V;,,,, €s la inhibicion maxima; x es la

concentracion del farmaco; k es el coeficiente de Hill y ECs, es la concentracion

del farmaco que produce 50% del efecto total.

Protocolo Il. Inactivacion de estado estable

Para analizar la inactivacion del estado estable se utiliz6 un protocolo de doble
pulso; partiendo de un potencial de -100mV se aplicaron pulsos condicionantes
con duracion de 1 segundo (1000 ms) desde -120 mV a +20 mV con incrementos
de +10 mV, posteriormente se aplicd el pulso de voltaje de prueba el que se
observo la maxima corriente durante el protocolo de relacion corriente-voltaje, con
una duracion de 30 ms.

+20mV 1000 ms

30ms

-30 mY

-100 mV —_—
-120 mV

Para construir el grafico de esta relacion, se midioé la amplitud de la corriente al

pico inducida por el pulso de voltaje de prueba, se grafico en funcion del potencial
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de membrana del pulso condicionante; posteriormente se normalizaron los datos y

se ajustaron utilizando la ecuacion de Boltzmann:

V—V1/
f= A1/<1 +e[TZD + 4,

Donde:

V1/2: voltaje medio de inactivacion

k: pendiente
A;: Amplitud

A,: Amplitud del componente cuando no inactiva

Protocolo lll. Conductancia del canal

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en el protocolo |, se determiné la
conductancia del canal de sodio dependiente de voltaje. Los datos graficados se

obtuvieron mediante la siguiente ecuacion:
Gngt = Ing+/(Em — Eng+)
Donde:
G e+ Conductancia del ion sodio
Iyqe+: Amplitud de la corriente a cada valor del potencial de membrana
E,,: Potencial de membrana
Ey.+: Potencial de equilibrio del sodio.

Los datos obtenidos, fueron normalizados con relacion a la conductancia maxima

observada (G,,4,) Y posteriormente se ajustaron con la ecuacion de Boltzmann.

Protocolo IV. Recuperacion de la inactivacion
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Para este protocolo primero se inactivd la Ina* con la aplicacion de un pulso
condicionante de 500 ms a -20 mV desde un potencial de sostenimiento de -100
mV, para después regresar al potencial de sostenimiento durante diferentes
intervalos de tiempo de duracion variable (At= 1-10000 ms). Posteriormente se
aplicé un pulso de prueba en el que se fij6 el voltaje en el que se observo el pico

de corriente maxima en el protocolo I, durante 20 ms.

500 ms 20 ms
-30mvV -30 mv

-100 my —— At

Para obtener el curso temporal de la recuperacion de la inactivacion se midio la
relacion de la Ina* generada por el pulso de prueba ya la Ina* consecuencia del

pulso condicionante, esta relacion se graficé en funcion del tiempo.

Los datos obtenidos, se normalizaron y posteriormente se ajustaron utilizando una

ecuacion de doble exponencial como se muestra a continuacion:
f=y0+ A/ 4 Aye/t2

Donde:

A; Yy A,: Son amplitudes

t;y t,: Son los componentes rapido y lento de la constante de tiempo de

recuperacion de la inactivacion, respectivamente.
Protocolo V. Dependencia de uso y frecuencia
Esta propiedad del canal de sodio se estudid con un protocolo de trenes de
estimulacién de 20 pulsos partiendo de un potencial de -100 mV y una duracién de

30 ms al pulso de voltaje donde se observé el pico de corriente maximo. Los

trenes de estimulacion se aplicaron a 1 Hz, 2 Hz, y 5 Hz.
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30 ms 20 pulsos

-30 mv

-moomy — —

Para analizar el bloqueo dependiente de la frecuencia se midio la relacion entre la

Ina generada en el pulso 20 y la obtenida en el pulso 1 del tren de estimulacion.

Protocolo VI. Curso Temporal

Para este protocolo se utilizaron pulsos cuadrados de 30 ms a partir de un
potencial de sostenimiento de -100 mV al pulso de voltaje donde se observo el
pico de corriente maximo. Los pulsos se aplicaron cada 10 segundos.

Analisis estadistico

Todos los resultados se presentan como la media de los datos + el error estandar
de la media, para evaluar la significancia entre los resultados de los registros, se
utilizé la prueba t-Student pareada. Se consider6 una diferencia significativa

cuando p<0.05.

Los registros fueron obtenidos con el programa computacional pClamp 10.6 (Axon
Instruments, LLC, CA, USA), la extracciéon de datos a partir de los registros se
realizod con el software Clampfit 10.6 (Axon Instruments, LLC, CA, USA). Para la
obtencion de las gréaficas, el analisis estadistico y los ajustes se utilizaron las
aplicaciones OriginPro 9.1 (OriginLab Corp. Northampton, MA, USA) y SigmaPlot
12.5 (SPSS Inc., Chicago, Il, USA).
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Bioética

El manejo y los procedimientos realizados en las ranas Xenopus laevis se llevaron
a cabo conforme a lo estipulado en la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y
uso de animales de laboratorio, del consejo mexicano para el cuidado de animales
(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).
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RESULTADOS

Blogueo dependiente de concentracion

Para determinar el efecto de la concentracion de THC sobre el bloqueo de los
canales de sodio hNav1.5 se realiz6 una curva dosis-efecto. Las concentraciones
de prueba utilizadas fueron 1, 3, 10 y 30 uM de THC. El bloqueo de los canales se
cuantificéd en funcién a la disminucion del pico de corriente entrante de sodio (Ina*).
En la tabla 3 se puede apreciar el porcentaje de bloqueo obtenido por la
administracion de THC a diferentes concentraciones de farmaco probadas en un

numero concreto de células.

Concentracion de

Porcentaje de bloqueo * error estandar

el de la media
1 12.64% + 1.7420 4
3 31.1786% * 3.0890 4
10 52.9518 + 5.5320 7
30 99.500 + 0.2890 4

Tabla 3. Porcentaje de bloqueo en relaciéon con la concentracion de THC. Los resultados se
muestran como la media * el error estandar.

En la grafica 1, se presenta la familia de curvas corriente contra voltaje, para el
canal hNav1.5, obtenidas por la administracion de las diferentes concentraciones
de THC; mientras que, en la grafica 2, se aprecia la fracciobn de corriente
blogueada en funcién a la concentracién de THC y con respecto al valor control.
En la grafica 3 los mismos datos se ajustaron mediante la ecuacion de Hill
(R?=0.9776) con la que se obtuvo la ECso, que para este caso, tiene un valor de
8.3 UM = 3.9, el coeficiente de Hill es de 1.1403 + 0.4936 para una relacién
estequiométrica de practicamente 1 a 1. Se obtuvo por medio de la prueba t-
Student, la significancia entre los valores obtenidos para cada concentracion de
THC, obteniendo una p=0.0053 entre la concentracion de 1uM y 3uM, p=0.0057
entre la concentracion de 3uM y 10uM y p=0.00014 entre la concentracion de
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10pM y 100uM. Con estos valores, se demuestra que el THC tiene un efecto

dependiente de la dosis.

Para el resto de los protocolos electrofisioldégicos se utilizé una concentracion de

THC de 10uM.
Relacion I-V del canal hNa,1.5
0.4 -
0.2 1
E..(mV)

—O— Control
—@— THC 1 uM
—@— THC 3 uM
—@— THC 10 uM
—@— THC 30 uM

lna NOrmMalizada

Grafica 1: Relacion corriente contra voltaje del canal hNay1.5, en condiciones control y a las
concentraciones mostradas en el grafico. Los datos se presentan como la media * error estandar

de la media.
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Bloqueo de corriente dependiente de concentracion

1.0 1

0.856 + 0.0171 n=4

0.8 A
—@— Fraccion de Ing+
0.656 + 0.0318 n=4

n=7

0.461 £ 0.0542
0.4 A

INg* normalizada

0.2 A

0.005+ 0.003 n=4

0.0 T T T T T T T T T T T T
(0] 10 20 30
Concentracion de THC (uM)

Gréfica 2: Efecto en el pico de la corriente de sodio en funcién de la concentracion de THC. Los
datos representan la fraccién de corriente de sodio en el canal hNa,1.5.

Bloqueo dependiente de concentracién THC

99.500% + 0.2890

100 1 ECs508.3 uM £ 3.9
Coeficinete de Hill 1.1403 £ 0.4936
80 -
©
Pz
- 60 -
o
a5}
5
g 40 - 52.9518% + 5.5320
o)
[}
S 31.1786% + 3.0890
X 20 A . 3.
0 12.64% + 1.7420
0.1 1 10 100

Concentracion de THC (uM)

Graéfica 3: Curva dosis-efecto. Los datos se representan como el porcentaje de bloqueo de la Ina*
del canal hNa,1.5 en funcion de la concentracion de THC (1, 3, 10 y 30 uM). Los datos fueron
ajustados por una ecuacién de Hill de 4 parametros, obteniendo la siguiente informacién. ECsp: 8.3
UM + 3.9, coeficiente de Hill: 1.1403 + 0.4903. R?=0.9776
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Relacion Corriente contra voltaje

La grafica 4 de relacion corriente voltaje, demuestra que en ausencia del farmaco
y en condiciones control, el hNav1.5 comienza a activarse a partir de los -50 mV, el
pico de corriente se alcanza aproximadamente a los -30 mV y el potencial de
inversion se encuentra alrededor de +30 mV. En la grafica también se puede
apreciar que con la aplicacion de 10 uM de THC se produce una reduccion de
aproximadamente el 50% del pico de la Ina*, el andlisis de los datos demuestra
que no se modifican de forma significativa el Em para la activacion del canal, el
pico de corriente o la inversion. EI cambio mas significativo entre la amplitud de la
corriente se obtuvo desde los -30 mV y hasta los 0 mV (***p<0001 y ** p<0.005).
Al aplicar un lavado de las céluas con solucién de registro, se observo después de
15 minutos, que el canal recupera casi al 80% de la corriente inicial, sin cambios

significativos en los parametros ya descritos.

Relacion Corriente-Voltaje

0.2

—O— Control
—m— THC 10 uM
—A— | avado

30ms

+50my

—— Control
—— THC 10 uM

0.5 uAJ

2ms

Iy NOormalizada

Grafica 4: Relacién corriente contra voltaje del canal de hNavl.5 en condiciones control y en
presencia de 10 uM de THC. La grafica fue construida utilizando el protocolo que se muestra a la
izquierda. Se puede apreciar que el THC no modifica el potencial de membrana para la activacion,
el pico de corriente y la inversion. Se observa que los cambios en la amplitud de la corriente se dan
de -30 a 0 mV. Después de aplicar un lavado, la corriente se recupera al 80% de la corriente
control, sin modificaciones en los parametros dependientes de voltaje.
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Dependencia de voltaje

Para determinar si la accion del THC esta relacionada con los cambios en el
potencial de membrana, se calculé la proporcion de corriente bloqueada con la
sustancia en el rango de -40 a +10 mV. En la gréfica 5 se puede apreciar como la
proporcion de bloqueo de corriente se mantiene relativamente constante en los
diferentes valores de potencial de membrana. Los datos se ajustaron con una
ecuacion de la recta de tipo y = y, + mx; donde m es el valor de la pendiente, que
para este caso en particular es un valor cercano a cero (m =0.0006), lo que

significa que el THC no ejerce bloqueo dependiente de voltaje.

Blogueo dependiente de Voltaje

1.0 ~

0.8 1
®©
°
@
7}
=
o 06 A
o
3 ¢ ‘ ! _
o ° L T
©
c 044
©
Q
o
o
L

0.2 1

® THC 10uM Iy, Normalizada= 0.4696 - (0.0006*E,,)
OO T T T T T T 1
-50 -40 -30 -20 -10 0 10 20
E. (mV)

Grafica 5. Bloqueo dependiente de voltaje. Se muestra la fraccién de bloqueo de la corriente de
sodio al aplicar 10 uM de THC en un rango de -40 a +10 mV. Se muestra en color azul la ecuacion
de la recta obtenida por regresion lineal, se puede observar que la pendiente es practicamente
cero.
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Inactivacion de estado estable y conductancia

Para analizar el efecto del THC sobre la inactivacion de estado estable se utilizo
un protocolo de doble pulso como se muestra en la grafica 6 y se describe en el
apartado de materiales y métodos. Para graficar los resultados se midi6 el pico de
corriente provocado por un pulso de prueba y se grafico en funcion del Em del
pulso condicionante. Los datos obtenidos se normalizaron y se ajustaron con la

ecucacion de Boltzmann:

V—V1/
f= A1/<1 +BITZD + 4,

Los parametros obtenidos con el ajuste se muestran en la tabla 4. Se obtuvo una
R? para los ajustes con la ecuacién de Boltzman en tratamiento de 0.9994 par la

curva de inativacion y de 0.9996 para la conductancia.

En la gréfica 6 se puede observar que el THC desplaz6 de forma significativa
(p<0.05) la curva de inactivacion (~10 mV) hacia valores mas negativos o
hiperpolarizantes sin modificar la pendiente. Después de el lavado de la sustancia,
los valores de la inactivacion de estado estable regresaron a las condiciones

control.

Los efectos del THC sobre la conductancia de Na* (G,,+) se obtuvieron a partir los
datos obtenidos en relacion corriente contra voltaje, se calculdé la conductancia
célula a célula utilizando utilizando su potencial de inversion (Ey,+), a través de la
ecuacion:

INa+
(Em - ENa+)

GNa+ —

Los valores obtenidos se normalizaron respecto a la conductancia maxima (Gmax)
y ajustados con la ecuacion de Boltzmann. Los pardmetros obtenidos con el ajuste

se muestran en la tabla 4.

El THC no provoca cambios significativos en la curva de conductancia, tampoco
modifica la pendiente. Con el lavado de la sustancia, la célula regreso a las
condiciones control.
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Inactivacion/Conductancia
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Gréfica 6. Curva de inactivacion de estado estable y conductancia del hNay1.5 en condiciones
control, con 10 uM de THC y después del lavado. Se puede observar un desplazamiento a valores
hiperpolarizantes de la curva de inactivacion de -74.56+£1.9969 mV a -83.5515+2.4079 mV). En el
resto de los pardmetros no hubo cambios significativos. En el inserto de la gréfica se puede
observar el protocolo utilizado para obtener la curva de inactivacion del estado estable.

Inactivacion Conductancia

Vi, (mV) k Vi, (MV) k

Control -74.56+1.9969 4.4307+0.5881 -36.01+0.4385 3.4193+0.1560

THC 10 UM -83.5515+2.4079* 4.4761+0.8192 -39.0131+0.4831 4.3876+0.2491

Lavado -74.88+0.9460 4.9911+0.3424 -33.3615+0.4516 4.3625+0.3251

Tabla 4. Parametros de inactivacién de estado estable y conductancia del canal hNavl.5 en
condiciones control, 10 uM de THC y lavado. Estos valores fueron obtenidos después de realizar el
ajuste con la ecuacion de Boltzmann. Los datos se presentan como la media + el error estandar de
la media. Obsérvese el desplazamiento significativo del V., de la inactivacién hacia valores
hiperpolarizantes (p<0.05). En el resto de los parametros no hubo cambios estadisticamente
significativos.
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Cinética de activacion

Para evaluar el crecimiento de la corriente de sodio, se contabilizd el tiempo
requerido para alcanzar los picos de corriente para cada paso de voltaje, los datos
se obtuvieron del protocolo de activaciéon (empleado para construir la relacion
corriente contra voltaje); en condiciones control, en presencia de 10 uM de THC y
después del lavado. Los datos obtenidos se normalizaron respecto al tiempo
maximo y se ajustaron con una ecuacién monoexponencial (Control R?=0.9927,
THC 10 uM R?=0.9818 y lavado R?=0.9951); se calcul6 la constante de activacion
(1) para cada condicion (control 9.12 + 0.71; THC 10 uM 9.18971 + 1.4583; lavado
11.30617 + 0.93454. En la gréfica 7 se muestra que existe una diferencia
significativa (**p<0.01 *p<0.05) en la constante de activacion (t) desde los -40 y
hasta los -20 mV lo que indica una aceleracion en la activacion del canal cuando

los canales interactian con el THC.

Cinética de activacion
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Gréfica 7. Cinética de activacion del canal hNay1.5. Se puede observar la relacion entre el potencial
de membrana y la constante de activacion den condiciones control, después de aplicar 10 uM de
THC vy posterior al lavado. Los datos muestran una disminucién significativa en la constante de
activacion, desde los -40 y hasta los -20 mV cuando los canales interactian con 10 uM de THC.
(**p<0.01 *p<0.05)
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Cinética de inactivacion

La cinética de inactivacién se obtuvo midiendo el tiempo trascurrido desde el pico
de corriente hasta el punto donde la corriente se hizo cero. Los datos se
obtuvieron con el protocolo de corriente contra voltaje. En la gréfica 8 se muestra
la constante de tiempo t en funcion del potencial de membrana Em, tanto en
condiciones control, en presencia de 10 uM de THC y posterior a un lavado. Los
datos se ajustaron con una ecuacion monoexponencial. Los resultados sugieren
que en presencia de THC el proceso de inactivacion se vuelve mas rapido,
comparado con el control, desde los -30 y hasta los +10 mV, teniendo una
significancia mayor en 0 y 10 mV (p<0.001). Desde los +20 y hasta los +50 mV no
hay diferencias significativas.

Cinética de inactivacion
16 -
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Gréfica 8. Cinética de inactivacion. Es posible apreciar que la inactivacion se acelera de manera
significativa (**p<0.005 y ***p<0.001), desde los -30 y hasta los 10 mV. Los datos se ajustaron una
ecuacion monoexponencial (R?= 0.9925 control, R?=9899 THC 10 uM y R?=9914 lavado). Desde
los +20 mV y hasta los +50 mV no hay diferencias significativas.
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Curso temporal de larecuperacion de la inactivacion

El THC en una concentracion de 10 puM ha demostrado provocar un
enlentecimiento significativo en la recuperacion de la inactivacion (Grafica 9). Los
valores obtenidos con el protocolo de recuperacion de la inactivacion, descrito en
el apartado de materiales y métodos, se ajustaron con una ecuacion doble

exponencial del tipo:
f = yO -|-Ale_x/t1 + Aze_x/tz

Donde x es el tiempo que transcurre entre el pulso condicionante y el pulso de
prueba; t; y t, son las constantes de tiempo la recuperacion rapida y lenta,

respectivamente. Los valores se muestran en la tabla 5.

Recuperacion de la inactivacion
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Gréfica 9. Curso temporal de la recuperacion de la inactivacién. Los datos se ajustaron con una
ecuacion doble exponencial (Control R2=0.99972, THC 10 uM R?=0.99632, lavado R?=0.9999). Se
puede observar una disminucién estadisticamente significativa en la recuperacion de la
inactivacion con THC 10 uM p<0.005. El inserto corresponde al protocolo utilizado para la
obtencion de los datos de esta curva.
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Condicioén A1 t1 Az t2
Control -0.471 + 0.0480 5.8776 + 1.1605 -0.5588 + 0.0500 107.6160 + 15.9988
-0.9912 + 0.0009**  13.9708 + 1.5714**  -0.110 + 0.0376 126.6852 + 47.5397
-0.9442 + 0.04042  10.8973+0.8596  -0.1182 + 0.4214 103.5824 + 72.6937

Tabla 5. Recuperacién de la inactivacién. Se muestran las constantes de tiempo t, y t, para la
recuperacion rapida y lenta en las tres condiciones. Control, THC 10 uM y lavado. El resultado del
analisis estadistico demuestra que existe una significativa en la constante de tiempo rapida de la
recuperacién de la inactivacion con 10 uM de THC. Nétese también, el cambio significativo en el
componente Al. **p<0.05.

Blogueo dependiente de uso y frecuencia

Para obtener estos resultados se aplicé un tren de 20 pulsos a frecuencias de 1,2
y 5 Hz. Se midié la proporcién de corriente generada en el pulso 20 y se comparo
con la obtenida en el pulso 1. En la grafica 10, se presentan los resultados de
dicho experimento, en condiciones control, con la administracion de 10 uM de THC
y después del lavado. Para la frecuencia de 1 Hz, la disminucion registrada en
condiciones control fue de 6% * 0.00783, en presencia de 10 uM de THC la
disminucién fue del 7% * 0.9317 y después del lavado 7% + 0.00799. Para la
frecuencia de 2 Hz, en condiciones control, la corriente disminuy6é 5% + 0.00704,
en presencia de 10 uM de THC la disminucion fue del 6% + 0.00583 y en lavado
6% * 0.00625. En la frecuencia de 5 Hz en condiciones control se provocd una
disminucién del 6% + 0.00697, en presencia de 10 uM de THC la disminucién fue
del 4% = 0.00492, y en lavado 6% + 0.00617.

Posterior a la aplicacion de las pruebas estadisticas se determind que no existe

diferencia significativa entre los datos arrojados por los protocolos.
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Bloqueo dependiente de uso y frecuencia
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Grafica 10. Bloqueo dependiente de uso y frecuencia. Se compara el efecto de bloqueo de la
corriente de sodio en condiciones control, en presencia de 10 pM de THC y después de lavado; en
diferentes frecuencias (1, 2 y 5 Hz). En ninguno de los casos se obtuvo una diferencia significativa.

Curso temporal de lainhibicion de la corriente de sodio

Para determinar el curso temporal de la inhibicién de la corriente de sodio se
aplicaron pulsos cuadrados a un potencial de -30 mV desde un potencial de
sostenimiento de -100 mV, cada pulso espaciado 5 segundos, mientras se
perfundia farmaco hasta alcanzar la estabilizacién de la corriente. Posteriormente
se realiz6 un lavado con solucion de registro. Antes de la perfusion con THC se
aplicé el protocolo en condiciones control durante 3 minutos. En la grafica 11 se
muestra la relacion corriente vs tiempo, los datos se ajustaron con una ecuacion
monoexponencial de tipo y =y, + e t/T. Con el ajuste se determind las
constantes de tiempo para la instalacion del farmaco, que en este caso fue de

179.65 sy de 16.63 s para la disociacion del farmaco.
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Grafica 11. Curso temporal de la instalacion y disociacion del THC. Se utiliz6é la concentracién de
10 uM de THC. Los datos se ajustaron con una ecuacion monoexponencial simple, tanto en la fase
de instalacion (linea azul) y a fase de lavado (linea verde). Se calcularon las constantes de
tiempo 7,, =179.65 £ 41.39sy 7,7, =16.63 £ 2.26 s
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DISCUSION

La presente investigacion ha demostrado que el THC suprime las corrientes de
sodio del canal hNav1.5 de forma dependiente a la concentracion, con una ECso de
8.3 = 3.9 uM. Este tipo de bloqueo dependiente de concentracion con
concentraciones medias por debajo de los 20 uM se ha descrito antes con
diferentes cannabinoides; Okura y colaboradores encontraron que la AEA suprime
las corrientes de sodio en las isoformas Navl.2 y 1.6 con ECso de 17 y 12 pM,
respectivamente (Okura et al., 2014). Foadi y colaboradores, encontraron que el
acido ajulémico (un derivado sintético del THC) produce una disminucion de las
corrientes de sodio en las isoformas Navl1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.7, y 1.8 con

concentraciones entre 2.9y 9.3 uM (Foadi et al., 2014).

Comparando los efectos en la relacion corriente contra voltaje; en condiciones
control, nuestros resultados muestran que el canal hNav1.5 comienza a activarse a
los -50 mV, teniendo el pico de corriente en -30 mV, estos resultados son
compatibles con lo reportado por Moreau y su equipo en un reporte de las
propiedades biofisicas del hNav1.5 (Moreau et al., 2018). Con la aplicacién de
THC no se evidenciaron cambios significativos en los potenciales de membrana
para la activaciéon del canal, el pico de corriente maximo ni el potencial de
inversion de la corriente; resultados similares fueron presentados por diferentes
autores y con diferentes cannabinoides (Foadi et al., 2014; Ghovanloo et al., 2018;
Okura et al., 2014). También se puede ver que el THC provoca bloqueo de la

corriente, de forma no dependiente al potencial de membrana.

El efecto del THC sobre la curva de inactivacion/conductancia se ve reflejado
unicamente en el desplazamiento de la curva de inactivacion hacia valores mas
negativos, conservando la conductancia cercana a los valores control; este efecto
también ha sido planteado con anterioridad (Al Kury, Voitychuk, Yang, et al., 2014;
Foadi et al., 2014; Ghovanloo et al., 2018; Okura et al., 2014). Los valores en
condiciones control para el hNav1.5 en nuestros experimentos muestran un Vi de

inactivacion de -74.56 mV y de -36.01 mV para la conductancia. En el potencial de
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accion cardiaco, la inactivacion de los canales de sodio es un componente muy
importante que permite la repolarizacion de la membrana plasmatica; la
inactivacion provoca una menor disponibilidad de los canales para que puedan
conducir iones de Na*; el corrimiento de la curva hacia valores hiperpolarizantes,
entonces, hace que los canales se inactiven a valores mas cercanos al potencial
de reposo, evitando la generacion de potenciales de accion prematuros y teniendo

un efecto antiarritmico.

Existe una diferencia importante reportada en la literatura acerca de los efectos
que tienen las sustancias cannabinoides sobre el corazén, algunos autores
sostienen la idea que estas sustancias provocan un aumento en la frecuencia
cardiaca (Cohen, Weizman, & Weinstein, 2019; Grotenhermen, 2003); lo anterior
también se plasma en algunos ensayos clinicos donde se evaluaron los efectos de
farmacos derivados el THC como nabilona y dronabinol, causantes de una
taquicardia transitoria que muestra ser dependiente de la dosis que es
administrada (Bedi, Cooper, & Haney, 2013); la causa de dicha taquicardia podria
ser resultado de una compensacion del sistema simpatico a la disminucion de la
resistencia vascular periférica inducida por la estimulacion de los receptores CB1
(Pacher, Steffens, Hasko, Schindler, & Kunos, 2018); sin que esta llegue a ser una
razén absoluta. En contraste a lo descrito anteriormente, algunos otros autores
mencionan que los cannabinoides provocan bradicardia (Randall, Harris, Kendall,
& Ralevic, 2002). Los resultados en nuestro estudio muestran que los
cannabinoides, incluyendo el THC, podrian provocar un enlentecimiento del ritmo
cardiaco. Es preciso mencionar que el establecimiento de la frecuencia cardiaca
es un proceso muy complejo, que depende de influencias extrinsecas al corazén
como las provenientes del sistema nervioso central y periférico, dichas acciones
estdn mediadas por la interaccién de los cannabinoides con los receptores CBzi;
aungue este mismo receptor, también se expresa en las membranas plasmaticas
de los cardiomiocitos y esta relacionada con cambios en el cronotropismo e
inotropismo (Hiley, 2009; Randall, Kendall, & O'Sullivan, 2004). También se tiene
conocimiento que los cannabinoides pueden afectar el funcionamiento del corazén

a través de otros mecanismos como el bloqueo de corrientes de sodio, un efecto
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similar al obtenido por los farmacos antiarritmicos de clase | (Mankad & Kalahasty,
2019; Shu, Zhou, Patel, & Yan, 2009). Estudios publicados por Al Kury y
colaboradores muestran con técnicas de radioligando, que los cannabinoides
tienen también una alta afinidad por canales i6nicos dependientes de voltaje y
modifican algunos aspectos biofisicos incluyendo la dependencia de voltaje para la
inactivacion de estado estable. (Al Kury, Voitychuk, Ali, et al., 2014; Al Kury,
Voitychuk, Yang, et al., 2014). También se ha demostrado en células que no
expresan receptores CB, que hay inhibicion de las corrientes de sodio a través de
canales dependientes de voltaje.

Otro parametro que se ve modificado en presencia de THC es la constante de
tiempo para la activacion, segun nuestro estudio, en presencia de THC se produce
una aceleracion en la activacion del canal, estos resultados no han sido descritos
con anterioridad, pero sugieren que el THC consigue mover mas rapido, el
dominio formador del poro y con ello alcanzar los picos de corriente de forma mas
rapida, desde los -40 y hasta los -20 mV. La inactivacion del canal, con THC,
también se ve modificada; nuestros datos muestran un aumento de la velocidad de
inactivacion del hNav1.5 en el rango de los -30 y hasta los +10 mV; en nuestra
revision de la literatura, no se obtuvo informacion que relacione especificamente al
THC con la constante de inactivacion, pero si con sustancias endocannabinoides
como la AEA. Al Kury apoya los datos presentados en esta investigacion con
experimentos en el rNavl.5 pues obtiene diferencias significativas en la
inactivacion desde los -50 y hasta los +20 mV, en este parametro al aplicar AEA
(Al Kury, Voitychuk, Yang, et al., 2014); también Marchese encontré una ligera
pero significativa diferencia en este pardmetro (Marchese-Rojas et al., 2022). Los
cambios en la cinética de activacion e inactivacion sumado al blogueo no
dependiente de voltaje son resultado de la interaccion del THC con regiones del
dominio formador del poro del canal y no con el dominio sensor de voltaje. Debido
a la naturaleza altamente lipofilica de las sustancias cannabinoides, pueden
atravesar con mucha facilidad la membrana plasmatica de la célula y dirigirse
hacia las fenestraciones cercanas al DFP, este mecanismo de interaccion ha sido

planteado por diferentes autores, utilizando diversas técnicas de estudio. Se
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piensa que dos de los sitios mas importantes para la interaccion con sustancias
cannabinoides son el M175 y el F1763 que se encuentran muy cercanos al sitio de
unién a anestésicos locales (Ghovanloo, Dib-Hajj, Goodchild, Ruben, & Waxman,
2022; Ghovanloo & Ruben, 2022; Sait et al.,, 2020; Watkins, 2019), aunque
estudios electrofisiologicos con mutaciones en los sitios de union para esas
sustancias, sugieren que no es un sitio determinante (Foadi et al., 2014), por tanto,

no existe aun evidencia contundente al respecto.

En cuanto al curso temporal de la recuperacion de la inactivacion, cuando el
hNav1.5 interactia con el THC, se produce un enlentecimiento en las constantes
de tiempo répida y lenta, siendo significativo Unicamente para la (t1); algo similar
es planteado por otros autores, cuyos experimentos con CBD en el hNav1.6 y el
hNavl.4 muestran también un enlentecimiento en la recuperacion de la
inactivacion (Ghovanloo et al., 2018; Huang, Lin, Chen, & Lee, 2021). La
recuperacion de la inactivacion es un periodo de tiempo en que los canales iGnicos
pasan del estado inactivado (no conductor) a abierto (conductor), en el hNav1.5,
responsable del potencial de accion cardiaco, la recuperacion de la inactivacion es
un proceso mas lento que en otras isoformas y como se ha mencionado antes,
este fendbmeno cumple el objetivo de disminuir el periodo refractario relativo y con
ello evitar la formacion de potenciales de accion prematuros. En esta
investigacion, hemos encontrado que el THC enlentece aln mas la recuperacion
de la inactivacion; con estos hallazgos se demuestra una vez mas que el THC

tiene un efecto negativo sobre el cronotropismo del corazon.

El THC no provocé cambios relacionados con el blogueo dependiente de uso y
frecuencia, dichos datos apoyarian la idea de que esta sustancia no tiene
predileccion por los canales cuando estan en estado inactivo y que el THC
tampoco comparte el sitio de union con farmacos como los anestésicos locales. La
lidocaina y otros farmacos anestésicos locales tienen un efecto antiarritmico; una
de sus caracteristicas mas distintivas y por la que se les confiere su efecto, es la

propiedad de acumular bloqueo cuando se les realizan pruebas repetitivas de

59



despolarizacién, a esta caracteristica se le denomina dependencia de uso y
frecuencia (Becker & Reed, 2006; Fozzard, Sheets, & Hanck, 2011).

La grafica del curso temporal de la instalacion del farmaco nos muestra que al
THC le toma aproximadamente 8.5 minutos el alcanzar su efecto (con el ajuste
monoexponencial se obtiene una tn de casi 3 min), este dato, coincide con lo
reportado anteriormente con ACEA, pues se ha encontrado que los efectos se
alcanzan casi a los 10 minutos con una tn de 2.33 min (Marchese-Rojas et al.,
2022). El tiempo de instauracion de la sustancia, sumado al caracter liposoluble de
la misma, nos lleva a pensar que el THC consigue sus efectos al atravesar la
membrana plasmatica de la célula, en lugar de sélo unirse al vestibulo externo del
canal, pues en este caso, seria razonable pensar que el efecto se observaria en
un periodo de tiempo menor. De forma muy interesante y en discrepancia en lo
sucedido con otros cannabinoides como la AEA y la ACEA, el lavado del THC se
logra en aproximadamente 3.3 minutos (toff de casi 17 segundos), sugiriendo que
esta sustancia, no se une de forma muy fuerte al canal, en contraste, a la ACEA le
toma aproximadamente 20 minutos revertir su efecto (Marchese-Rojas et al.,
2022).
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CONCLUSIONES

El THC provoca un bloqueo dependiente de concentracion e independiente

del voltaje, sobre la corriente de sodio del hNav1.5.

Una concentracion de 8.3 uM de THC produce un bloqueo del 50% (ECso),
el bloqueo maximo se alcanza con una concentracion de 30 pM. Segun los
datos obtenidos con la ecuacion de Hill, una molécula de THC interactta

con un canal de sodio.

El THC no desplaza el pico de corriente, tampoco modifica el umbral de

activacion ni el potencial de inversion.

EI THC provoca un desplazamiento del Vi2 de inactivacion hacia
potenciales de membrana mas negativos, mantiene sin cambios la
pendiente (k) de la curva. No produce cambios en V12 de inactivacion,

tampoco en la pendiente (k).

El THC produce un cambio significativo en la cinética del canal al provocar

un aceleramiento en la t de activacion e inactivacion del canal.

La recuperacion de la inactivacion del hNavl.5 se ve enlentecida en

presencia de THC.

El THC no muestra bloqueo de uso y frecuencia como las sustancias

consideradas anestésicos locales.

El tiempo de instalacion del farmaco y la alta liposolubilidad apoyan la
hipétesis de que el THC actla atravesando la membrana plasmatica de las

células.
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ANEXOS

Anexo 1. Comprobacion de la identidad e integridad del ADNc que codifica
para el hNav1.5.

En la figura 9 se muestra un gel de agarosa al 0.8%, en él se puede visualizar el
mapa de restriccion del ADNc que codifica para el hNavl.5, gracias a los cortes
realizados con la enzima BamHI es posible identificar cuatro fragmentos de ADN

cuyos pesos moleculares en pares de bases (pb) son: 6000, 2000, 1800 y 1500.

hNav1.5
sin digerir

Marcador de
hNav1.5digerido  peso molecular

v
con BamHI 1kb
- 10000 pb
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, — 5000 pb
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Figura 9: Mapa de restriccion del hNav1.5 cortado con la enzima BamHI y con sus respectivos

pesos moleculares en pares de bases. Carril 1: hNavl1.5 sin digerir, Carril 2: hNav1.5 digerido;
Carril 3: marcador de peso molecular.
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